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CAPITULO I

PRODUCAO OE ENZIMAS DESPOLIMERIZANTES DE
MATERIAL VEGETAL COM APLICACAO INDUSTRIAL:
Isolamentos de cepas produtoras e caracterizagdo das enzimas
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INTRODUGCAO

1- Pectinas e pectinases

A pectina € um heteropolissacarideo acido que se apresenta como
substancia coloidal, altamente viscosa, de alto peso molecular e que mantém a
integridade da lamela média, parede primaria e espago intercelular de plantas
superiores.

A cadeia principal da pectina € formada por mondmeros de acido D-
galacturénico que se unem por ligagdes glicosidicas (a-1, 4). O acido D-
galacturénico € um hemi-acetal ciclico, com o atomo de oxigénio entre 0s
carbonos 1 e 5. Ao Cs aparece ligada uma carboxila, a qual, na maioria das
pectinas, apresenta-se esterificada com um grupo metil. Os C; e C; podem
aparecer acetilados (COLLMER et al., 1988). Um pequeno numero de
ramnose, arabinose e galactose € parte integrante da molécula de pectina
como cadeia lateral (PANDA et al., 2004).

As substancias pécticas incluem as protopectinas que sao insoluveis em
agua e encontradas, principalmente, nos tecidos de frutas verdes. A partir
dessas substancias, sao formadas as pectinas soluveis, durante ©
amadurecimento do fruto (SAKAI, 1998; KILARA, 1982).

As pectinas soluveis incluem os acidos pectinicos e aos acidos pecticos.
Os acidos pectinicos sdo galacturonanas que apresentam altos teores de
metoxilagdo em suas cadeias. Estes aparecem como pectinatos que sé@o sais
acidos, ou como acidos que tém propriedades de formar géis com agucar ou
em combinagdes com calcio. Os acidos pécticos sdo caracterizados por terem
baixo grau de metoxilagdo, sendo chamados também de acido
poligalacturénicos.

As substancias pécticas sdo degradadas por enzimas pectinoliticas que
sao produzidas por plantas e também por microrganismos. Estas enzimas, em
fungdo do seu modo de ataque a cadeia de pectina, sao classificadas em
(NAIDU ; PANDA, 2003; PILNIK; ROMBOUTS, 1981):

1.1- Despolimenzantes

1.1.1) Poligalacturonases que catalisam a hidrélise de ligagdes
glicosidicas a -1,4 em cadeias D-galacturonana de substancias pécticas.

Aparecem nas formas endo e exo. As endo-poligalacturonases [poly (1,4-a-D-
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galacturonide) glycohydrolase, EC 3.2.1.15] hidrolisam as ligagdes entre acidos
D- Galacturénicos no interior do polimero de acido péctico. As
exopoligalacturonases [poly (1,4-o-D-galacturonide) glucuronohydrolase, EC
3.2.1.67, galacturan 1,4-a-galacturonosidase] removem as moléculas de acido
D-galacturdénico a partir da extremidade ndo redutora da molécula. As
polimetilgalacturonases atuam preferencialmente nas moléculas de acido
pectinico, enquanto as poligalacturonases tém preferéncia pelo acido péctico.

1.1.2) Pectina liases [poly (methoxygalacturonide) lyase, EC
4.2.2.10] eliminam residuos de 6-metil-A-4,5 -D-galacturonato da molécula de
pectina (acido péctico metil-éster) e, portanto, promove despolimerizagao. Esta
enzima é normalmente descrita como pectina-transeliminase, a qual libera
acido galacturdénico A-4,5-insaturado por um processo de transeliminacdo. As
Pectato liases [poly(galacturonide) lyase ,EC 4.2.2.2)] liberam A-4,5 -
galacturonato de pectato e de outros poligalacturonideos, mas nao da pectina.
As liases sao também divididas em endoenzimas que atacam regioes internas
de cadeia de «-1-,4-poligalacturonideos e exo, que atuam terminalmente.

1.2) Desmetoxilante

1.2.1) Pectinesterases (Pectin Pectylhydrolase, EC 3.1.1.11)
desesterificam a molécula de acidos pectinicos através da hidrélise da ligagao
éster entre a carboxila e o grupo metila, liberando metanol e acido péctico

(pectina + nH,0 = metanol + pectato).

2-Xilana e Xilanases

As xilanas sd3o os principais polissacarideos da fragdo hemiceluldsica

das plantas, sendo formadas por uma cadeia principal de residuos de xilose,

unidos por ligacdes B-1,4. S30, em sua maioria, heteropolissacarideos que
apresentam cadeias laterais curtas constituidas por residuos arabinosil,
glucoronosil e acetii (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997; BIELY, 1985).
Homoxilanas, constituidas exclusivamente por xilose, foram isoladas, mas nao
sao comuns na natureza (GALLARDO et al., 2003; EDA et al., 1976).
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Microrganismos capazes de degradar a xilana sintetizam uma série de
enzimas que atuam sinergisticamente na hidrélise deste substrato (FERREIRA-

FILHO. 1994)./Este sistema multienzimatico € comumente denominado

complexo xilanolitico, cujas principais enzimas sdao (WANG et al., 2003;
WOODWARD, 1984):]l

2.1- Endo-B-1,4-xilanases (1,4-B-D-xilana hidrolase, EC 3.2.1.8), que
hidrolisam as ligagdes internas da cadeia principal da xilana, produzindo
xilooligossacarideos e promovendo a diminuigdo do grau de polimerizagao
deste polissacarideo

2.2-B-xilosidases (B-D-xilosideo xilohidrolase, EC 3.2.1.37), que
hidrolisam pequenos xilooligossacarideos a xilose, a partir da extremidade nao
redutora.

2.3-Enzimas desramificantes (a-L-arabinofuranosidases [EC 3.2.1.55],
a-glucoronidases [EC 3.2.1] e acetilxilana esterases [EC 3.1.1.6] que hidrolisam

as cadeias laterais da molécula.

3-Celulose e Celulases

A celulose € um polimero com milhares de moléculas de glicose unidas
por ligacdo B-1,4. A unidade basica repetida € a celobiose. A cadeia da
celulose é estabilizada por pontes de hidrogénio internas a cadeia e entre as
cadeias adjacentes que se encontram em posigao paralela e com a mesma
polaridade. Essas interagbes (internas e entre cadeias) formam um agregado
cristalino chamado de microfibrila (GLAZER; NIKAIDO, 1994).

As microfibrilas sao combinadas para formar fibras largas, que por sua
vez, se organizam em camadas finas (lamelas) para formar a estrutura da
parede celular vegetal. Essa regido organizada é chamada regido cristalina, em
contraste com a regido amorfa, que € menos ordenada. A proporgao dessas
fragdes na celulose isolada varia com a origem e com a forma de extragao
(GLAZER,; NIKAIDO, 1994).

A degradagao enzimatica da celulose na natureza é feita por um sistema
de enzimas extracelulares que, em fungos, sdo liberadas diretamente no meio,
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enquanto que em bacterias aparecem ligadas a parede celular (BEGUIN;
AUBERT, 1994).

O sistema celulolitico de fungos consiste de (BHAT; BHAT, 1997):

3.1- Endoglucanases ou endocelulases [1,4-B-D-glucan
glucanohydrolase; EC 3.2.1.4] que atacam a CM-celulose e regido amorfa da
celulose, ao acaso, liberando celooligossacarideos.

3.2- Exo-1,4-p-D-glucanases ou exocelulases [1,4-B-D-glucan
cellobiohydrolase (CBH); EC 3.2.1.91] que atacam o avicel e celulose amorfa
sequencialmente, liberando unidades de celobiose a partir da extremidade nao
redutora da cadeia de celulose. Essa enzima, atuando sinergisticamente com a
endoglucanase, promove extensa degradagao da celulose cristalina.

3.3-p-glucosidases [cellobiase ou B-D-glucoside glucohydrolase; EC
3.2.1.21] que removem residuos de glicose a partir da extremidade nao
redutora de celodextrinas e nao interage cooperativamente com as
endoglucanases na hidrolise da celulose cristalina.

A maioria das bactérias aerébias produz apenas endocelulases, porém,
actinomicetos produzem também a exocelulase e B-glucosidase (BARTLEY et
al., 1984). Bactérias anaerobias como Clostridium thermocellum e C.
cellulovarans produzem um complexo enzimatico de alto peso molecular
chamado celulossomo. Esse complexo consiste de varias endoglucanases,
pelo menos trés exoglucanases e f-glucosidase, e apresenta maior afinidade
pela porgao cristalina do que pela amorfa da celulose. Durante a fase de
crescimento logaritmico, esse complexo enzimatico fica preso a superficie da
célula, podendo ser liberado ao meio durante a fase estacionaria.

O C. thermocellum apresenta uma camada proteica superficial (camada
S) que reveste a parede de polipeptidoglucano, a qual esta ligada a proteina
Cip A que serve de base para ligagbes dos peptideos celulossémicos. A Cip A
tem nove dominios que reconhecem o0s polipeptideos cataliticos
(endoglucanase, celobioidrolase, B-glucosidase e xilanases). As interagdes
entre esses polipeptideos e a CipA obedecem a uma ordem favoravel a
atuagao dos mesmos sobre a celulose. A Cip A tem ainda, dominio para a
ligagdo com a celulose, de modo a aproximar o celulossomo da celulose
cristalina (PAGES et al., 2003; LAMED.; BEYER, 1988).
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4-Ligninas e ligninases

A lignina corresponde a 15-30% do material lignocelulolitico produzido

por fotossintese (10''-10'? ton/ano) e consiste de um heteropolimero amorfo,

tridimensional e de elevado peso molecular, formado na matriz celular via
polimerizagao oxidativa de mondmeros de fenil propano com os derivados dos
alcoois coniferilicos, sinapilicos e p-cumarilicos. Em fungdo de sua estrutura,
esse biopolimero é de dificil degradagdo, comparado aos polissacarideos,
permanecendo nos solos como componentes recalcitrantes do humus
(GLAZER; NIKAIDO, 1994).

A biodegradagao da lignina é feita por fenoloxidases, sendo as mais
importantes a lacase, lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP).
Enquanto a LiP quebra ligagdes nao aromaticas, a MnP e as lacases podem
oxidar os componentes fendlicos da lignina (MAYER ; HAREL, 1979)

4.1-Lacases:

As lacases (EC 1.10.3.2) pertencem ao grupo das enzimas cobre-oxidases
(ou oxidases com cobre). De acordo com a ligagao dos ions de cobre nos seus
sitios ativos as cobre-oxidases sdo divididas em enzimas que possuem sitio
mononuclear de cobre (um centro de cobre), como as amino oxidases, e as
oxidases com sitio multinuclear de cobre (mais de um centro de cobre), como a
tirosinase, ascorbato oxidase, ceruloplasmina e lacases. Entre as oxidases de
sitio multinuclear de cobre encontram-se aquelas correspondentes a familia
das multicobre oxidases azuis, que incluem as lacases (MCGUIRL; DOOLEY,
1999).

Em fungdo do baixo potencial redox (0,7-0,8), comparado com a Lip e
MnP, as lacases degradam a lignina oxidando, diretamente, apenas os
fragmentos fendlicos da mesma, como os polifendis, p-difendis € monofendis
como o-cresol e aminofendis. A oxidagdo de nao fenolicos como poliaminas,
arilaminas, ions inorganicos e outros, por lacases flngicas, s6 ocorre em
presenca de um “mediador”. As “moléculas mediadoras” sdo substancias de
baixo peso molecular que atuam como um tipo de “langadeira de elétrons”, ou
seja, o mediador, é oxidado pela enzima, cujo potencial redox € suficiente para
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converté-lo ao estado oxidado pela retirada de um elétron, embora ndo consiga
fazé-lo diretamente com substratos ndo fendlicos. A molécula do mediador
oxidada difunde-se do sitio ativo da enzima e passa a oxidar outros compostos,
que, em fungao do alto peso molecular, nao poderiam entrar diretamente no
sitio da enzima (KERSTEN et al. 1990).

Varios metabolitos de microrganismos e de plantas, como alcool
veratrilico, acido fenilacético, benzaldeido, anisaldeido, hidroxibenzaldeido 4-
hidrobenzil alcool, amino acidos e derivados (metionina, cisteina, tirosina e
glutationa), atuam como mediadores da oxidagao de compostos ndo fendlicos
pela lacase. Além dos compostos metabdlicos, o 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) e o 1-hidroxibenzotriazol (HBT) s&o

oxidados pelas lacases, formando (HBT®), o cation (HBTS") e o cétion

(HBTS™®). A funcdo desses compostos oxidados é a oxidagdo de alcoois

aromaticos, podendo, ainda, oxidar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de
alto peso molecular, como naftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo-fluoranteno e benzopireno, sem a
necessidade do contato direto da enzima com os mesmos (JOHANNES;
MAJCHERCZYK, 2000).

4.2- Peroxidases

Peroxidases sdo enzimas que apresentam sitios ativos contendo grupos
prostéticos. Em peroxidases fungicas, lignina peroxidase (LiP EC 1.11.1.14) e
manganés peroxidase (MnP EC 1.11.1.13), o grupo prostético € a
ferriprotoporfirina IX. Nas peroxidases no estado nativo, o Ferro Il é, em sua
maioria, penta-coordenado e o grupo heme estd unido covalentemente a
apoproteina por uma ligagdo na qual a cadeia lateral de um aminoacido esta
ligada na quinta posicdo de coordenagdo do ferro lll (KAPICH et al., 2004;
SOLOMON et al., 1996).

O mecanismo de agdo dessas enzimas € descrito a seguir (HINER,
2002).
LiP [ Fe*>. porfirina] + H,0,—> Composto | [Fe™ = Oporfirina: **] + H20 (1)
LiP-1 [Fe** = O* porfirina® ‘] + S— LiP-ll [Fe™ = O*porfirina] + S*  (2)
LiPll [Fe** = O° porfirina] +S — LiP repouso [Fe'* * porfirina] + S* + H,0(3)
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LiPll [Fe™ = O. porfirina] +H,0, —LiP il [Fe**.porfirina-O,] (inativo) (4)
LiP 1l [Fe**.porfirina-0;] + S*. — LiP [ Fe*>. porfirina’] + O, + S (5)

A Lip € relativamente inespecifica para o substrato redutor, uma
caracteristica compartilhada com outras peroxidases nao ligninoliticas que
oxidam substratos fendlicos e corantes. Porém, diferem destas devido ao fato
de que enquanto radicais fenoxilas sao os primeiros produtos de oxidagdo de
substratos fendlicos pelas peroxidases em geral, os cations aromaticos sao
formados apds a oxidagdo de anéis aromaticos nao fendlicos pela LiP. As
reagcoes subseqlentes do radical formado s@o responsaveis pelos produtos
detectados durante a oxidagdo de compostos derivados da lignina pela LiP
(HIGUSHI, 1985).

O metabdlito secundario de fungos, o alcool 3,4-dimetoxibenzilico ou
alcool veratrilico (AV) é um excelente substrato redutor da LiP, funcionando
como um mediador redox entre a enzima e a lignina. Essa mediagao redox
envolve a oxidagdo do AV a um radical catidnico (AV™") o qual esta ligado a
enzima. A subseqgiiente remogado de um elétron por esse cation resuita na
oxidagao da lignina e redugao do mediador a AV. Na auséncia de substrato
redutor alternativo, o AV €& oxidado a aldeido veratrilico (ADV) (HAVE;
FRANSSEN, 2001).

A manganés peroxidase (MnP) é também uma oxidoredutase nao
especifica. Seu mecanismo catalitico € muito semelhante aquele descrito para
a LiP e inclui uma enzima com ion férrico, bem como, compostos
intermediarios | e 1l. Porém, em contraste com a LiP, a MnP usa apenas o Mn*?
como substrato doador de elétrons, oxidando-o a Mn*® que é o responsavel
pelo desencadeamento de reagbes de oxidagdo de outras moléculas organicas
(HOFRICHTER, 2002).

O ciclo catalitico inicia-se com a ligagao de H;O, ou um outro peroxido
organico ao ion férrico da enzima, formando um complexo ferro-peroxido. A
subseqiiente clivagem da ligagdo O-O do perdxido requer a transferéncia de
dois elétrons do grupo heme, resultando na formagao do Composto | da MnP, o
qual é um complexo Fe**-oxo-porfirina. Em seguida, a ligagdo dioxigénio é
quebrada heteroliticamente e uma molécula de agua é liberada. A redugao

subseqiiente, prossegue através do Composto Il de MnP (complexo Fe**-oxo-
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porfirina). Um ion Mn*? atua como doador de 1 elétron para essa porfirina,

sendo oxidado a Mn">. A redugdo do Composto Il gera um outro Mn* a partir
de um segundo Mn*? levando a regeneragdo da enzima nativa e liberando uma
segunda molécula de agua (JOHJIMA, 2002).

Quelatos de Mn** com &cidos carboxilicos podem ainda reagir um com o
outro e se converterem em radicais alquila, com subseqiente reacgdo
espontanea com dioxigénio resultando na formagdo de radicais superoxidos,
que podem ser utilizados pela MnP em auséncia de H,O, externo. Compostos
aromaticos nao fendlicos, com baixo potencial redox, como tetrametoxibenzeno
ou antraceno sdo sujeitos a oxidagao pelo Mn"* via retirada de um elétron do
anel aromatico, originando radicais cations arila (NAKAYAMA ;: AMACHI, 1999).

Alguns co-oxidantes como compostos organicos contendo enxofre
(glutationa, L-cisteina), bem como acidos graxos insaturados (acido linoleico,
Tween 80) sao oxidados pelo sistema MnP formando radicais thiil e peroxil, que
em presenca de dioxigénio, podem atacar estruturas recalcitrantes da lignina,
as quais normalmente nao sao atacadas pela MnP e ainda, sao fontes de H20-
(HAVE ; FRANSEN, 2001).

Algumas MnP, além do Mn'? , oxidam também compostos aromaticos
fendlicos e nao fendlicos (vermelho fenol, alcool veatrilico) sendo consideradas
formas hibridas de Lip e MnP. Ainda nao é clara a forma como atuam, a
despeito do fato de Lip e MnP serem enzimas intimamente relacionadas
(HOFRICHTER, 2002).

5-Importancia das enzimas que degradam material vegetal na

biotecnologia

5.1- Processamento de sucos e produgao de pastas vegetais

O principio basico da biotecnologia esta na observagao dos fenémenos
naturais, como a relagao entre os diferentes tipos de organismos vivos e destes
com o meio ambiente, e desenvolver, a partir dai, processos aplicaveis a

industria ou a outras vertentes da tecnologia.
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As enzimas utilizadas pelos microrganismos nos processos de ciclagem
do material vegetal, sdo muito usadas em processamentos de vegetais na
industria de alimento humano e animal, na industria papeleira, na industria
téxtil, na industria farmacéutica como medicamento, cosméticos ou em
metodos diagndsticos e no tratamento de residuos gerados por diferentes
processos tecnologicos.

Uma das mais antigas aplicagdes das enzimas que degradam a parede
celular vegetal esta na indGstria de processamento de sucos de frutas e outros
vegetais, através da facilitagdo do processo de extracdo (ROMBOUTS; PILNIK,
1980).

As celulas parenquimaticas, que sido as células do mesocarpo que
armazenam 0s sucos, tém apenas a parede primaria, a qual € composta por
celulose, hemicelulose, pectina e proteinas. A parede de uma célula é aderida
a outra, por uma camada constituida principalmente por pectina (lamela
média), que chega a constituir 5-10% do peso total da fruta. Para a extracédo do
suco, as paredes dessas células precisam ser rompidas. Os processos
utiizados para esse fim podem ser mecéanicos, compreendendo a
desintegragdo branda ou moagem e prensagem, Ou processos mistos,
envolvendo acdo de enzimas que rompem a parede celular, seguida de
prensagem. A agao de pectinase, associada as de xilanase e celulase,
promove a fragmentagao da parede celular vegetal, facilitando a prensagem e
aumentando rendimento do suco extraido (ALKORTA et al, 1998; SCHIRP et
al., 2003).

A liberagao do suco de frutas macias, como maga, framboesa, morango,
cereja, banana, etc, por processo somente mecanico, apresenta baixo
rendimento em fungao do alto teor de pectina das mesmas. Na prensagem, 0s
sucos dessas frutas se aderem a polpa rica em pectina, dificultando sua
recuperagao. O uso de pectinase leva a degradagao dessa pectina, diminuindo
a viscosidade da polpa e aumentando o volume de suco extraido em até 90%.
Aléem de aumentar o rendimento, a despectinizagdo da polpa melhora a

clarificagdo, diminui a viscosidade e realga o “flavor” dos sucos. Em sucos de
uvas e preparo de mostos de vinhos, a aplicagdo de pectinases reduz o tempo
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de esmagamento da fruta e aumenta a extragdo das antocianinas da casca,
aumentando a intensidade da cor do suco (KASHAYAP et al., 2001).

O suco de laranja é obtido por meio de extratoras que cortam e prensam
a laranja, obtendo-se duas fragGes: a casca e o suco. Misturado a este,
encontram-se as sementes e polpa. Estas Ultimas sdo separadas do suco por
peneiramento. O suco assim obtido € considerado “de primeira categoria” e é
comercializado “in natura” ou concentrado. O suco a ser concentrado pode ser
tratado com pectinase de modo a evitar a geleificagdo da pectina residual e
incrustagdes nos equipamentos no momento da evaporagdo (LEA, 1998).

A polpa, obtida pelo peneiramento, ainda contém consideravel
quantidade de suco. Para facilitar a extragdo do mesmo, a polpa é tratada com
pectinases, seguindo-se lavagens da mesma para extrair um suco de “segunda
categoria” chamado de “pulp wash” e que tem em torno de 3°Brix. Esse suco
geralmente € concentrado até 66°Brix e comercializado como ingrediente para
refrigerantes e confeitos.

A clarificagdo dos sucos € outra importante aplicagao das pectinases.
Durante o processo de prensagem das frutas, fragmentos da parede, ricos em
pectinas e outros compostos celulares, sao arrastados e se complexam,
causando a turbidez do suco. Esse complexo consiste de um nucleo de
proteina com carga positiva, que € “coberto” por moléculas de pectina, com
carga negativa, ou interagbes entre polifendis e pectina. A degradagao da
pectina pelas pectinases libera as moléculas carregadas, as quais se agregam
com outras de cargas opostas, formando particulas maiores que sao mais
facilmente removidas por filtragdo ou ultrafitracdo. A degradagao da pectina
durante o processo de clarificagdo também leva a redugéo da viscosidade dos
sucos (YOIN et al., 2004).

O emprego de pectinases também é muito adequado para a produgao
de pastas e purés a partir de frutas e legumes, através do processo de
maceragé@o. Esse processo consiste na transformagdo de um tecido vegetal
organizado em uma suspensao de células separadas e intactas, resultando em
uma pasta usada como base para sucos ou nectar, alimentos para bebés e

como ingredientes para elaboragdo de produtos como pudins e iogurtes. O

processo enzimatico é fundamental para a manufatura desses produtos, visto
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que o processo mecanico rompe as células. Desde que o alvo do tratamento
enzimatico € a obtengao de células intactas, a degradagdo enzimatica deve
ficar restrita & lamela média, devendo ser usadas apenas poligalacturonases ou
pectinaliases purificadas ou parcialmente purificadas, ou seja, livres de
xilanases e celulases (SUUTARINEN et al., 2003; CHESSON ; CODNER,
1978).

As pectinases podem também ser aplicadas na separagao da polpa e da
semente do café. As enzimas removem a mucilagem da polpa, reduzindo o
tempo de fermentacdo do grdo que, de 10-80h, passa a ser de 20h (SILVA et
al., 2000).

A extracao de oleos de canola, girassol, palma e de oliva geralmente
ocorre por adigao de solventes como o0 hexano. A degradagdo enzimatica da
parede celular facilta a extragdo do d6leo por prensagem, aumentando o
rendimento e reduzindo o uso de hexano cujos residuos sao poluente toxicos
(SOTO et al., 2004; KASHYAP, 2001).

5.2- Produgao de polpa e papel

A madeira € composta principalmente por lignina, hemicelulose e
celulose. Na transformagao da madeira em papel, a fragdo de celulose deve
ser extraida dos outros materiais. Isto acontece em duas etapas designadas
polpacao e branqueamento. Inicialmente, a madeira € descascada e cortada
em toras, que sao lascados para a transformagdo em polpa (pasta). A polpagao
pode ser feita por processos mecéanico, quimico ou semiquimico. Por razdes
econdmicas, 0S processos quimicos sdo atualmente, os mais empregados e
consistem dos processos sulfato ou Kraft e a polpagao sulfito. O processo kraft
e atualmente, o mais empregado e consiste em cozer as fatias de madeira
numa solugdo de pH alcalino (pH10) composta de NaOH e sulfeto de sodio, em
temperaturas elevadas (90°C). O processo kraft degrada e dissolve 90 a 95 %
das ligninas presentes na lamela média, na parede primaria e na parede
secundaria da madeira baixando o nimero kappa (k) do material (indicador do
teor de lignina da polpa). Para ndo danificar a celulose, o processo é
interrompido deixando ainda uma certa quantidade de lignina na polpa, que fica
de cor marrom.O passo seguinte, o branqueamento, tem por objetivo a
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eliminagao seletiva da lignina residual preservando ao maximo as fibras de
celulose. Os principais agentes para esta finalidade sdo peréxido de
hidrogénio, oxigénio, 0zénio e cloro. A maioria das industrias de papel usa uma
sucessdo de etapas de branqueamento baseadas no cloro, seguidas de
extragdo através de solugdes alcalinas. O cloro prové um branqueamento
excelente da polpa, porém, resulta na formagdo de mais de 200 compostos
organoclorados poluentes persistentes (POPs) identificados como fendis e
policiclicos aromaticos, organoclorados alifaticos e polifenil clorados. Entre
esses ultimos, chamados dioxinas, a mais toxica € a bifenilpoliclorado (PCB)
que exerce efeito mutagénico em concentragdo de parte por trilhdo (CALL;
MUCKE, 1997; MARTIN et al., 1995).

Entre as tecnologias disponiveis a serem usadas como alternativas ao
cloro, a aplicagdo de enzimas como xilanases, ligninases e pectinases, nas
etapas de polpacdo e branqueamento, tem sido a mais promissora (KANSOH
et al., 2004).

O mecanismo do branqueamento exercido pelas xilanases ndo € bem
entendido, porém, acredita-se que com o processo de cozimento, a lignina
modificada se adere a fibra de celulose. A xilana re-precipitada, apos ser
solubilizada pelo alcali, cobre a lignina depositada na fibra. As xilanases
removeriam a xilana residual da pasta, facilitando a liberagao dos residuos de
lignina ou, mais provavelmente, aumentaria a acessibilidade da lignina residual
a sequléncia do tratamento de branqueamento (TECHAPIM et al., 2003). Ha
ainda, relatos de que o tratamento alcalino solubiliza os polissacarideos acidos
da madeira (pectinas e acidos poligalacturénicos) os quais também se ligam ao
complexo lignina-xilana. Dessa forma, o uso de misturas de xilanase e
pectinase pode levar a otimizagdo do processo de branqueamento (RICARD,
REID, 2004; REID; RICARD, 2000).

Diferentemente das xilanases que atuam no processo de
branqueamento de forma indireta, as ligninases atuam diretamente sobre a
lignina na remogdo destes polimeros no branqueamento de polpas kraft
(HARAZONO et al., 1996).

Pelo fato de a lacase sozinha ndo poder atuar sobre os substratos nao

fendlicos da lignina, mediadores de baixo custo e ambientalmente seguros
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foram desenvolvidos para serem aplicados em conjunto com a lacase. A
companhia Lignozyme GmbH da Alemanha desenvolveu o mediador
hidroxibenzotriazol (HBT), que melhorou o desempenho da lacase. O sistema
promoveu acima de 40% de deslignificagcao de polpas kraft de diferentes
origens (MAYER.; STAPLES, 2002; MOSAI et al., 1999).

Ainda, ha a possibilidade da aplicagdo das lacases, xilanases e
pectinases no branqueamento da polpa através do emprego direto dos fungos
que secretam essas enzimas, juntamente com mediadores quimicos, no
processo chamado de biopolpagao, que consiste do tratamento dos cavacos
antes do cozimento (HATAKKA, 2001; BREEN, 1999; MESSNER,
SREBOTNIK, 1994).

A cor escura dos efluentes das aguas residuais das industrias de polpa e
papel & devido a lignina e seu derivados que sao liberados principalmente
durante as etapas de polpagao e branqueamento da polpa. Como resultado de
reagdes quimicas oxidativas ha formagao de duplas ligagdes conjugadas com
os aneéis aromaticos, produgao de quinonas e seus derivados originando a cor
escura dos efluentes da polpagao. No processo Kraft, a lignina € modificada
para tio e alcali-lignina e, no processo sulfito, ela € modificada para a forma
lignosulfonada que é resistente a degradagdo devido a presenga de ligagoes
covalentes difenil carbono-carbono (SANKARAN; VAND LUDWIG, 1971).

A agua residual originada do primeiro estagio de extragdo alcalina e
chamada de licor de extragdo caustica e designada como efluente do estagio
E1. Embora tais licores sejam produzidos em baixos volumes, eles sao
altamente coloridos, contribuindo com 80% da cor, 30% da demanda biolégica
de oxigénio (DBO) e 60% da demanda quimica de oxigénio (DQO) da descarga
total da fabrica (efluentes combinados) (GARG; MODI, 1994).

Os biotratamentos podem empregar diretamente os microrganismos,
como os fungos de decomposicdo branca, por causa de sua conhecida
habilidade para degradar a lignina que € a principal responsavel pela cor em
efluentes da fabrica de papel. Por serem meios fluidos, os efluentes poderiam
ser tratados pelo uso de células imobilizadas em suportes, as quais poderiam
ser reutilizadas varias vezes. Ainda, o uso das enzimas recuperadas dos

caldos de fermentagdes, na forma imobilizada ou aplicadas em colunas
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apropriadas, leva a oxidagdo de varios fendis para radicais aril que,
espontaneamente, se polimerizam em complexos insoliveis facilmente

removiveis por precipitagao, filtragao ou centrifugagdo (HAKULINEN, 1988).

5.3- Industria téxtil

Enzimas pectinoliticas estdo envolvidas no “amolecimento” e
degomagem da juta, linho, cAnhamo e fibra de coco (BRUMANO et al., 1993).
O “amolecimento” consiste de um processo fermentativo no qual, bactérias
como Bacillus e Clostndium ou fungos, como Penicillium e Aspergillus,
decompbem a pectina da casca, liberando as fibras brutas (KAPOOR et al
2001; BRUHLMANN et al.,, 1994). Comercialmente, esse processo ocorre em
aerobiose, no qual as fibras brutas sao espalhadas em camadas finas no solo e
expostas a agao de bactérias e fungos por 2 a10 semanas, ou em anaerobiose,
no qual as fibras sdo submersas em agua em um tanque de concreto, em
auséncia de oxigénio (SHARMA, 1987). Esses processos podem gerar fibras
de ma qualidade ou perdas de material. A aplicagéo de preparados enzimaticos
comerciais contendo poligalacturonase, pectina liase, xilanases e tragos de
celulases, pode levar a uma rapida e eficiente extragao das fibras (CALAFELL;
GARRIGA, 2004; BARACAT et al, 1989; SHARMA, 1987).

A produgao de “denin” envelhecido tem sido requerida para confecgao
de cerca de um bilhdo de jeans por ano. Nesse processo, as celulases
removem fragmentos do algodao da superficie da pega e facilitam a abrasdo do
corante indico da superficie da fibra. Esse tratamento enzimatico substituiu o
processo “stonewashing” tradicional (HERKINHEIMO et al., 2003; BHAT.
2000).

O biopolimento representa uma outra aplicagdo das celulases em
tecidos nao-demin. Todo material celuldsico, apresenta, em diferentes
extensoes, a tendéncia a formar cotdes (fibras curtas de celulose proeminentes
na superficie do tecido), o que tradicionalmente, é bloqueado por uso de
agentes quimicos. As celulases quebram essas pequenas fibras, dando ao
tecido uma aparéncia de novo (BHAT; BHAT, 1997). Entretanto, dados

recentes tém apontado que, outras enzimas nao celuloliticas (lipases.

xilanases,protease e pectinases) sdo importantes para a limpeza do algodao.
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pois cerca de 10% da fibra bruta correspondem a graxas, pectinas, proteinas,
xilanas, ligninas e substancias de cor, das quais, parte podem ser retidas nas
fibras, diminuindo a qualidade do tecido, justificando o tratamento enzimatico
(CSISZAR et ak 2001).

Além da etapa de extragao das fibras e produgado do tecido de algodao,

a etapa de tingimento e/ou estamparia, na industria téxtil, pode ser beneficiada

pelo uso das enzimas. Essa etapa da produgéo de tecidos gera de 7x10° ton

métricas por ano de residuos altamente poluentes e de dificil tratamento. Ha
mais que 100.000 corantes comerciais disponiveis para as industrias téxteis, os
quais sdo projetados para serem resistentes a luz, agua e agentes oxidantes.
Tais caracteristicas tornam esses compostos dificeis de serem biodegradados
ao serem liberados nos sistemas aquaticos, permanecendo como compostos
recalcitrantes no ambiente, sendo, muitos deles, toxicos e carcinogénicos (FU;
VIRARAGHAVAN, 2001). Os cromoforos dos grupos anidnicos e nao ionicos
sao principalmente compostos azo e antraquinonas. O grupo azo, ao sofrer
reducdo, se transforma em aminas toxicas nos efluentes. Corantes de
antraquinonas, devido a estrutura aromatica "fundida”, sdo de muito dificil
degradagao, permanecendo coloridos por muito tempo na agua residual. Deve
ser destacado, que a perda de cor de um determinado corante ndo € indicativo
seguro de sua degradacdo visto que residuos aromaticos toxicos podem ser
formados por modificagdo quimica ou biologica de suas moléculas complexas
(MOU et al., 1991; BANAT et al;1996).

A lignina peroxidase (Lip), manganés peroxidase (MnP) e lacase, apesar
de serem responsaveis pela biodegragdo da lignina, sdo enzimas nao
especificas para a mesma. Seu mecanismo de agao oxidativo permite que uma
vasta gama de poluentes quimicos, cujas estruturas sdo proximas aos
derivados da lignina, como os recalcitrantes hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAH) e os corantes residuais das industrias téxteis possam ser
atacados, havendo degradagdo total ou parcial dos mesmos (PAPINITTI
FORCHIASSIN, 2004; FU; VIRARAGHAVAN, 2001; DAVIS ; BURNS, 1990).
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5.4- Tratamento de outros residuos

Enzimas despolimerizantes tém sido muito pesquisadas com vistas no
biotratamento de efluentes industriais e residuos domeésticos.

Compostos aromaticos fendlicos sdo comuns em aguas residuais de uso
domeéstico ou industrial. Esses compostos aparecem, ainda, em grandes
quantidades nos solos devido ao intenso uso de defensivos agricolas.
Alquilfenol etoxilatos, por exemplo, pertencem a uma classe de surfactantes
usados em detergentes domésticos, formulagdes de pesticidas e em produtos
de uso industrial. Dessa forma, sdao descartados junto com esgotos domésticos
e efluentes industriais, além de atingirem diretamente o solo, quando usados
como defensivos agricolas. Supde-se que 5000.000 toneladas desses produtos
sejam produzidas anualmente no mundo e que 60% desse material acabe
descartado de alguma forma, no ambiente aquatico. Sabe-se que os
metabdlitos desse produto sdo mais téxicos que OS seus precursores e
mimetizam o efeito do horménio estrogénio no ser humano. Os policiclicos
aromaticos e organoclorados sdo também poluentes de preocupagao em
efluentes industriais, assim como, os residuos de solventes e corantes (YING
GUANG-GUO et al, 2002; DURAN; ESPOSITO, 2000).

As peroxidases e lacases podem catalisar a oxidagao desses fenois e
outros compostos aromaticos em tratamentos de agua. Artigos tém relatado a
oxidagdo de 2,4 6-triclorofenol gerando 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona e a
remocgao de fenois e clorofenil de efluentes por ligninases fungicas. A literatura
€ vasta com relagdo as informagdes acerca da biodecomposi¢ao desses
compostos recalcitrantes através do uso de enzimas livres ou do uso da propria
célula como agente de catalise (WANG et al,, 1999; FAHR et al, 1999,
ROPER etal., 1995).

5.5-Outras aplicagées

A reciclagem industrial de papéis de escritério e jornais, na ultima
década, passou a uma importante atividade econdmica e de geragéo de
empregos. Entre milhares de toneladas de papel recicladas, 50-60% tém
impressdo xerografica ou tinta laser. Esses ultimos sdo de dificil

reaproveitamento visto que nessas impressdes s&o usadas resinas
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termoplasticas, como copolimeros de acrilatos e estireno, ligados ao pigmento
(carbon black). Os “pelets” dos “toners” sado fixados por fusdo e colocados
eletrostaticamente sobre o papel, onde se misturam com a fibra. No curso da
repolpagao convencional, essa tinta e liberada das fibras na forma de placas
planas, com dificil remog&o ou dispersao, pois as mesmas nao flotam bem,
como acontece com outras tintas, portanto, a separacao dos pigmentos e fibras
e precaria e o papel reciclado € de ma qualidade pois retém pontos de
pigmentos. O uso de enzimas como celulases, xilanases e pectinases leva ao
rompimento da ligagao fibra-toner, liberando mais facilmente o pigmento, aléem
de reduzir o tamanho das particulas de tinta, facilitando sua remogao (PELACH
et al., 2003; VIEDTURS et al., 1999).

As lacases presentes em mostos de vinhos oxidam 0s compostos
fendlicos que inibem a fermentagao alcoodlica pela levedura. Essas enzimas,
imobilizadas em quelantes de cobre, também foram usadas com sucesso para
remover fendis como epicatequinas, acido ferrilico e acido o-cumarico
presentes em vinho branco (SERVILI et al, 2000).

Um novo meétodo de andlise de morfina utilizando lacase foi
desenvolvido visando a distingdo entre a morfina e a codeina. Foi construido
um sensor baseado em lacase e glucose desidrogenase imobilizadas em um
eletrodo de oxigénio “Clark”. A morfina é oxidada pela lacase com consumo de
oxigénio e regenerada pela glucose desidrogenase. Como a lacase nao oxida a
codeina, o sensor torna-se especifico para a morfina, podendo detecta-la em
concentragdes entre 32 nM e 100 uM, num prazo de 1 minuto (BAUER et al.,

1999).

6- Conclusées, problemas a serem resolvidos e perspectivas em relagao a

linha de pesquisa desenvolvida.

O uso de enzimas microbianas, que degradam material vegetal, em
processos biotecnoldgicos, se insere no escopo do desenvolvimento de
tecnologias limpas, ou ambientalmente seguras. A despeito do fato de que o

uso dessas enzimas ja seja uma tecnologia bem estabelecida em escala
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industrial ou de laboratdrio, e que seja um assunto de um grande interesse,
dado o extenso numero de relatos cientificos, a aplicagdo extensiva dessa
tecnologia em grande escala nas industrias e no tratamento de residuos, ainda
e limitada, principalmente devido ao custo, formas de aplicagdo e algumas
propriedades das enzimas. Consideraveis avangos ainda precisam ser feitos,
principalmente com respeito ao rendimento e produgao de enzimas, de forma a
reduzir o custo, além da diversificagao de suas propriedades fisico-quimicas,
para que atuem bem nas condigdes adversas existentes nos sistemas
industriais e no meio ambiente. O uso de meios de culturas de baixo custo e a
obtengao de novas linhagens produtoras de enzimas com caracteristicas
diversificadas, podem ser solugbes para estes propédsitos. Tendo em vistas
essas consideragoes, 0s trabalhos de pesquisa relacionados a seguir tiveram

como objetivos isolar novas cepas microbianas produtoras de enzimas que

degradam material vegetal, a partir de amostras do meio ambiente, identifica-

las quando possivel, estudar seu potencial de produgdo de pectinases,

xilanases e ligninases e caracterizar essas enzimas.
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Artigo Técnico

PECTINASES, HEMICELULASES E CELULASES,
ACAO, PRODUGAO E APLICACAO NO PROCESSAMENTO
DE ALIMENTOS: REVISAQ'

DA-SILVA®, Roberto. FRANCO®, Célia M.L. & GOMES?, Eleni

RESUMO

Os componentes do sabor, aroma e cor de frutas e vegetais comestiveis estdo localizados no conjunto de células
parenquimdticas que compdem o mesocarpo das frutas. Cada célula é envolvida por estrutura complexa de protegdo.
denominada parede celular, que é composia de celulose, hemicelulose, pectina. lignina e proteina. Durante a moagem ou
esmagamento de frutas esta parede é rompida permitindo a extragdo do suco com substancias soluveis das células. As
pectinases, celulases e hemicelulases promovem a degradacdo dos polissacarideos das paredes, facilitando a extragdo ¢
aumentando o rendimento. No processamento de sucos. a adigdo controlada de enzimas reduz a viscosidade, facilitando a
clarificagdo e melhorando a concentragdo, a filtragdo e a estabilizagdo de seus componentes. Os conhecimentos recentes sobre
a estrutura da parede celular permitem procedimentos com enzimas a fim de degradar substdncias especificas presentes na
parede em fungdo do objetivo a ser alcangado: extragdo, clarificagdo ou concentragdo de sucos. Em fungdo do grande niimero
de formulagées enzimdticas disponiveis e da diversidade de frutas utilizadas no processamento de alimentos hd necessidade
de conhecimento das particularidades dos substratos e das enzimas a fim de se obter bons resultados nestes processamentos.
O objetivo desta revisdo é mostrar aspectos da estrutura das frutas, das preparagdes enzimdticas, da agdo das enzimas e de
suas aplicagdes em diferentes processamentos de frutas e sucos.

Palavras-chave: pectinases, celulases, hemicelulases, produgdo, processamento de alimentos.

SUMMARY

PECTINASE, CELLULASE AND HEMICELLULASE - ACTION, PRODUCTION AND APPLICATION IN
FOOD PROCESSING: A REVIEW. The components of the flavor, smell and color of edible vegetables and fruits are localized
in a set of parenchyma cells which constitutes the mesocarp of the fruits. Cells are enclosed by an intricate framework of
protection called cell wall which consists of cellulose, pectin, hemicellulose, proteins and lignin. When fruits are crushed or
ground, the cell wall are disrupted allowing the extraction of juice and soluble components from the cell. Cellulase, pectinase
and hemicellulase enzymes improve the breakdown of the cell wall polysaccharides. both facilitating the extracuon of the juice
and increasing the yield. In modern juice processing technology, the controlled addition of enzymes 1o the fruit juices reduces
viscosiry, leading to clarification and improving concentration, filtration and stability of the juice components. Recents
advances in the knowledge regarding the structure of the cell wall allows an approach in which the use of specific enzymes
can be used 10 degrade specific substances depending on goal one wishes: extraction, clarification or concentration of the
juice. Considering the large number of enzymatic treatments available and the enormous volume cf fruits nowadays processed.
it is necessary to learn about the substrate particularities, the enzymes and their possible technological applications in order
10 optimize process vields. In this review, some aspects of the fruit structures, the actions of the enzymes and the enzymatic
preparations will be examined together with their epplications on different fruit and juice processing

Key words: pectinase, cellulase, hemiceilulase, production. food processing
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1 — A ESTRUTURA VEGETAL

1.1 - Célula

Todos os organismos sdo constituidos de micro unida-
des chamadas células. Nas plantas. cada célula € constituida
de uma parede celular, envolvendo a massa de protoplasma.
que, por sua vez, CONEM Suas Proprias paries menores
chamadas organelas, tais como nicleo, mitocondrias e clo-
roplastos. A célula é também a estrutura fisica dentro da qual
ocorrem o metabolismo e a reprodugio da planta (1, 2, 42).
Embora existam poucos tipos de células, a diferenciagio
entre elas ¢ muito importante dentro de qualquer organismo
composto de mais de uma célula, os chamados organismos
multicelulares. Cada uma delas ¢ especializada para uma
determinada fungdo. Esta divisdo de trabalho permite que o
organismo, como um todo, torne-se mais eficiente. Assim,
nas frutas, enquanto as células da epiderme funcionam como
barreira contra a penetragao de dgua e insetos, as células do
mesocarpo produzem compostos volateis (aroma), agticares
e outros compostos de sabor que atracm animais que se
alimentam de frutas, promovendo a dispersdo das sementes
¢ a propagagao das espécies de plantas. Por outro lado, isto
torna as frutas agraddveis ao paladar e por conseqiiéncia, um
produto comercial ou matéria-prima para a inddstria alimen-
ticia. A parte comestivel das frutas (mesocarpo) € constitui-
da de células parenquimiticas de armazenamento (23) que
contém O suco e scus conslituintes, lais como agucares
soldveis, amido, pigmentos, vitaminas, dentre outros nutri-
entes (43). A parede destas células freqiientemente possui
apenas a camada primdria.

1.2 - Estrutura da Parede Celular

As paredes celulares nao sao uniformes; sua composi-
¢do, forma e tamanho dependem da fungio da célula dentro
do tecido da planta (43). Elas sio estruturas complexas,
constituidas de mulucomponentes formando um emaranha-
do de polissacarideos unidos por ligagdes intermoleculares
(Figura I). Apesar da estrutura quimica dos componentes
individuais da parede ja ter sido bem caracterizada, a pro-
porgao relativa de cada um deles ¢ pouco conhecida, e desta
forma, um entendimento completo da estrutura da parede
celular vegetal estd ainda para ser estabelecido (43). Numa
descrigdo bem simples, pode-se dizer que a parede celular
contém quatro componentes principais: celulose, polissaca-
rideos ndo celulésicos (PNC), proteinas ¢ polifendis (43).

Os PNC sio divididos em polissacarideos hemicelu-
l0sicos e pectinicos. Centas generalizagdes podem ser feitas
sobre os tipos de polimeros encontrados em cereais (mono-
cotiledoneas) comparados com outros vegelais comestiveis,
como as hortaligas (dicotiledoneas). Pectinas ¢ xiloglicanas
sdo os pnncipais PNC da maionia das hortaligas mas sio
encontradas em menores quanudades nos cereais, onde as

—

B-g‘iicanas siomaisimportantes(Tabela 1). A parede celular
de uma célula parenquimdtica contém apenas a camada
primaria.. formada de celulose, pectina, hemicelulose e al-
gumas proteinas (42).

Ligagdes ca Cas+ ente a1 moleculat de Pecona

Moléculas de
pectna  &cxia

FIGURA 1. Estrutura da parede celular vegetal, segundo
Albens er al. (2).

TABELA 1. Composigao das paredes celulares de cereais
¢ vegelais.

Composigio (% Peso seco)

Polimero
Cereais hortalicas

Celulose 30 30

Pectina 5 35

Arabinoxilana 30

Xiloglicanas 4

5
Glicanas com ligagdes mistas 30 ND

25

5

Extensina 0.5

Ref. Mc DOUGALL er al. (43)

As hemiceluloses estio ligadas as microfibrilas de
celulose formando estruturas resistenles que protegem 3
membrana plasmatica ¢ o protoplasma da célula. A parede
de uma célula esta aderida i parede de outra célula adjacente
por meio de uma camada adesiva chamada lamela média,
constituida principalmente de pectina. Em cenas células.
que devem ter a parede reforgada, aparece uma camada
secunddria entre a camada primdria ¢ a membrana plasmi-
tica. Esta ¢ normalmente mais cspessa e impregnada de
lignina. muito mais resistente do que os oulros componentces
aos ataques de agentes quimicos ¢ de microrganismos (42).
Uma leitura mais detalhada sobre a estrutura da parede
celular pode ser encontrada no trabalho de McDougall er al
(43).
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1.2.1 - €elulose

E um homopolimero de moléculas de glicose unidas
por ligagdes glicosfdicas B (1—4). As moléculas de celulose
paralelas ¢ adjacentes estdo interligadas, por meio de pontes
de hidrogénio formando microfibrilas muito resistentes. As-
sim, as fibras de celulose sao formadas por regides cristali-
nas e amorfas. A porgao hidrolisdvel por enzimas é chamada
de regido amorfa e a porgao resistente constitui a sua porgio
cristalina (10). A celulose nativadifere em sua cristalinidade
quanto a localizagio na parede celular: acamada secundéria
contém celulose altamente cristalina enquanto a camada
priméria contém principalmente celulose amorfa.

1.2.2 — Hemiceluloses

Compreendem um grupo heterogéneo de polissacari-
deos ramificados que se ligam firmemente, A superficie das
microfibrilas de celuloses ¢ entre si, cobrindo as microfibri-
las e mantendo ligages cruzadas, via pontes de hidrogénio,
¢m uma rede complexa. Quimicamente, os polimeros das
hemiceluloses sao heteropolissacarideos formados por viri-
0s residuos de agucares como D-xilose, D-manose, D-ara-
binose ¢ D-galactose, dentre outros e por seus 4cidos uroni-
cos (10. 31). Estes agiicares estio ligados entre si por liga-
¢Ges glicosidicas B(1—4) formando uma estrutura principal
composta por um tipo especifico de residuos, a partir da qual
surgem ramificagGes laterais de cadeias curtas de outros
agucares. Eles sio classificados de acordo com o aguicar
predominante na cadeia principal ¢ na ramificagao lateral.
Assim, tém-se os seguintes polissacarideos: xilanas, galac-
tomananas, arabinoxilanas, galactosanas , ramnogalactosa-
nas, ctc. (31, 61). As hemiceluloses estio presentes em todas
as camadas da parede celular das plantas mas concentram-se
principalmente nas camadas primdria ¢ na secundiria. onde
estao intimamente associadas a celulose e lignina (10). A
xilana € o principal polissacarideo componente das hemice-
luloses.

1.2.3 - Ligninas

Sao compostos polifenélicos altamente insoldveis for-
mados pela polimerizagdo de trés precursores principais:
alcool trans-p-coumaril, 4lcool-coniferil e 4lcool trans-sina-
pil. Elas mantém uma extensa rede de ligagoes cruzadas
“lentro da parede celular dos roncos (madeira) conferindo-
lhes elevada resisténcia (10).

1.2.4 - Proteinas

A parede celular vegetal contém proteinas estruturais
(51) que desempenham papel importante na arquitetura da
parede por meio de ligagdes cruzadas com outros compo-
nentes (43, 51). Dentre elas, a proteina melhor descrita ¢ a
cxtensina, que constitui aproximadamente 5% da camada
prmana dos vegetais dicotileddneos. mas apenas cerca de
0.5% da dos cereais (Tabela 1). E uma glicoproteina cons-
ttuida de cerca de 40% de hidroxiprolina ¢ outros aminos-

cidos como de lisina, serina e tirosina. Este dlumo estd
envolvido em ligagdes cruzadas com compostos fendlicos
contribuindo para a insolubilidade da protefna na parede (9)

1.2.5 - Pectinas

Sio os principais componentes da lamela média e um
dos principais polimeros da parede celular vegetal. Os po-
lissacarideos pécticos sdo ricos em acido galacturénico.
ramnose, arabinose e galactose. As substincias pécticas sio
formadas por duas fragdes interligadas: a ramnogalacturo-
nana ¢ a homogalacturonana (43, 59). A primeira. ¢ um
heteropolimero que tem a estmitura principal formada por
repetidas unidades de 4cido galacturénico ligado & ramnose
e cadeias laterais consistindo de arabinose ¢ galactose e nao
interagem com Ca*™", Por outro lado. a homogalacturonana
¢ um homopolimero formada por unidades de dcido galac-
turbnico e/ou o seu metil éster unidos por ligagdes glicosi-
dicas P(1—4). Devido 2 sua capacidade de ligar Ca*",
aumentar a viscosidade ¢ formar gel ela apresenta importin-
cia tecnolégica.

As homogalacturonanas podem ser divididas em dois
grupos: 4cido péctico ou poligalacturénico, designando as
substincias nas quais todos 0s grupos carboxilicos das uni-
dades de 4cido galacturdnico estio livres. e 4cidos pectinico
ou pectinas, quando os grupos carboxilicos estao esterifica-
dos com o metanol. O grau de esterificagio da pectina
depende da fonte ¢ do método de extragdo. Alguns tipos
estdo parcialmente acetilados nos carbonos das posigdes 2
ou 3 do 4cido galacturénico (10, 20, 40, 59).

As pectinas contém residuos de dcidos galacturdnicos
carregados negativamente. Por causa destas cargas, esses poli-
meros sdo altamente hidratdveis ¢ dcidas, podendo ligar-se
iGnicamente a cétions bivalentes. Quando Ca*™* é adicionado a
uma solugao de pectinas de baixa metoxilagio, estas forrmam
ligagbes cruzadas entre si, por meio do ion, formando gel
semi-rigido (40). Por estarem naturalmente presentes nas fru-
1as, essas substincias acabam por causar alguns problemas
durante o processamento de sucos. Durante a extragdo do suco,
as pectinas sio dispersadas em solugao juntamente com outros
polissacarideos, como as arabanas (44), promovendo queda no
rendimento e aumento da viscosidade do suco, 0 que provoca
entupimento de filtros ¢ diminuigdo da velocidade de proces-
samento (13). O suco assim obtido, apresentaqualidade inferior
com respeito A cor ¢ aos componentes aromaticos (23, 44).
Além disso, a presenga da pectina causa problemas de geleifi-
cagdo durante a concentragdo de sucos. dificultando a retirada
da dgua (13, 44) e causando incrustagdes nas paredes do
evaporador.

2— AGAO DAS ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas que aceleram cenas reagdes
quimicas por promoverem um mecanismo alternativo, no
qual a barreira da cnergia de ativagio € menor do que na
reagio sem a sua presenga (2). O uso de enzimas em proces-
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sos de tecnologia de alimentos ¢ vantajoso porque, dentre
outras razoes, elas sdo especificas, nio necessitam de tem-
peraturas elevadas para a reagio ¢ nao formam subprodutos
indesejdveis. A degradagio dos principais polimeros cons-
titvintes da parede das células vegetais envolvem a paruci-
pagao de enzimas, cujas agoes estio relacionadas abaixo.

2.1 — Celulases

A degradagido de compostos celuldsicos envolve a
agao hidrolitica de varias enzimas que catalisam a quebra
das ligagdes glicosidicas B(1—4) entre residuos de D-glico-
se na molécula de celulose ou de seus derivados soldveis.
Acredita-se que a degradagio da celulose requer um com-
plexo celulolitico envolvendo as quatro enzimas abaixo. Os
trabalhos de Bisaria & Ghose (10) e Elisashvili (27) sugerem
0 mecanismo de aglo, apresentado na Figura 2.

Celulose

Regides cristalinas Regloes amortas
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Endoglucanase (EG)

™
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FIGURA 2. Representagio esquemaitica da agdo sinergisti-

ca das celulases (adaptado de Bisaria & Ghose (10) e
Elisashvili (27).

2.1.1 - Endoglucanase ou endo-1,4-B-glucanase
(1,4-B-D glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2 .1.4 )

Catalisa aleatoriamente a quebra das ligagoes internas
nas regides amorfas da molécula de celulose. liberando
celo-oligossacarideos com diferentes graus de polimeriza-
a0 ¢ celobiose. Da sua agdo resultam também terminais
livres para a agdo da exoglucangse (61).

2.1.2 - Exoglucanase ou exn-1,4-B-glucanase ou
celobiohidrolase (Cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91 )

Catalisa a quebra seqUencial da segunda ligagao glico-
sidicas a partir da extremnidade nio redutora da molécula de
celulose, produzindo celobiose (61).

2.1.3 — Celobiase ou PB-glucosidase (3-glucosidase,
EC 3.2.1.21)

Catalisa a hidrolise da celobiose e numa velocidade
menor, degrada também pequenos oligossacarideos. Nos
dois casos libera glicose (61).

2.1.4 — Exoglucosidase ou exo-1,4-f3-glucosidase
(1,4-B-D glucan-glucohydrolase, EC 3.2.1.74)

Catalisa & remogao de unidades de glicose a partir da
extremidade ndo redutora da molécula de celulose. Este tipo
de enzima tem sido encontrado em poucos microrganismos
(27).

2.2 - Hemicelulases

Este nome nio se refere a uma enzima especifica mas
aum grupo amplo de enzimas envolvidas na degradagio das
hemiceluloses. Uma vez que estas s3o constituidas de varios
polimeros, formados por diferentes residuos de agucares. a
sua degradagdo completa também necessita de enzimas
especificas. As mais impontantes ¢ que ja tiveram seus
mecanismos descritos sio citadas a seguir.

2.2.1 - Xilanase ( 1,4-B-D-xylan xylanhydrolase, EC
3.2.1.8)

E uma endo-enzima que degrada aleatoriamente a
xilana, principal polimero das hemiceluloses constituido de
unidades de D-xilose, liberando xilo-oligossacarideos (61).

2.2.2 - B-xilosidase (exo-1,4-B-D-xylosidase, EC
3.2.1.37)

Caualisa a hidrélise de xilo-oligossacarideos pela re-
mogao seqiiencial de residuos de D-xilose a parur da extre-
midade nao redutora (61).

2.2.3 - Arabinofuranosidase (a-L-arabinofurano-
side arabinofuranohydrolase, EC 3.2.1.55)

Catalisa a hidrélise da ligagao glicosidica do terminal
ndo redutor nas arabinanas e outros polissacarideos conten-
do arabinose (61).

2.2.4 - a-Galactosidase (a-D-galactoside
galactohydrolase, EC 3.2.1.22)

Catalisa a hidrélise de galactomananas ¢ outros poli e

oligossacarideos contendo galactose (61).
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2 2.5 - Mananase (endo-1,4-}-manosidase EC
3.2.1.78)

Catalisa a remogdo de manoses a paruir do terminal nao
redutor das mananas ¢ outros polissacarideos formados de

resfduos de manoses (61).

2.3 — Enzimas pectinoliticas

Apesar da pectina conter outros aglicares em sua com-
posigio, o termo enzimas pectinoliticas usualmente se refere
aquelas enzimas que catalisam a degradagio das moléculas
constitufdas por unidades de dcidos galacturdnicos. As pec-
tinases sio classificadas em desmetoxilantes e despolimeri-
zantes (48), de acordo com seus mecanismos de agio (Figu-
ra 3).

[
o €-om
X'Q"AY
Pectinesterase L] E

f
€= 0CHy

%

Poligalacturonase

FIGURA 3. Agdo das pectinases adaptado de Mac Millan
& Sheiman (40).

2.3.1 - Pectinases despolimerizantes

Estas por sua vez. sdo subdivididas em hidrolases e
liases.
2.3.1.1 - Poligalacturonase (Poly-a-1,4-galactu-
ronide glycohydrolase, EC 3.2.1.15)

Hidrolisa de forma randomca as hgagoes ghicosidicas
intemnas entre os residuos de dcidos galacturdnicos, causan-
do a despolimerizagao da molécula (48).

4 3 4 5 6 7

2.3.1.1.2 - Exo-poligalacturonase

Este grupo é subdividido em Exo-PG-1 (Exo-polv-a-
1.4-galacturonide glycohydrolase. EC 3.2.1.67) que hidro-
lisa as ligagdes sucessivas do 4cido poli galacturénico a
partir da extrermidade ndo redutora, liberando acidos galac-
turdnicos livres ¢ Exo-PG-2 ( Exo-poly-a-1.4-galacturoni-
de glycohvdrolase, EC 3.2.1.82) que hidrolisa as ligagoes
alternadas do 4cido poligalacturdnico a partir da extremida-
de nio redutora, liberando 4cidos digalacturdnicos livres
(35, 48).

2.3.1.3 - Pectina-liase (Poly-a-1,4-D-methoxy-
galacturonide lyase, EC 4.2.2.10)

E uma enzima despolimerizante , pertencente ao gru-
pos das “liases”, que qucbra a ligagao glicosidica entre os
resfduos de 4cidos galacturénicos por um mecanismo de
trans-eliminagdo de hidrogénio dos carbonos das posigoes 4
e 5do 4cido galacturdnico. Sua agao € acompanhada por um
aumento da absorvancia a 235 nm devido 2 formagio de
dupla ligagdo entre aqueles carbonos, 0 que possibilita o
monitoramento da atividade enzim4tica (48). Esta enzima
degrada preferencialmente pectinas de alta metoxilagao.

2.3.1.4 — Pectato-Liase ou Poligalacturonato-Liase

Enzima que tem ag@o similar & pectina-liase, porém
atua sobre o substrato desmetoxilado (poligalacturonato).
Sio subdivididas em Exo-Pectato-Liase (Exo-poly-a-1.4-
galacturonide liase. EC 4.2.2.9) que hidrolisa as ligagoes do
acido poligalacturdnico a partir da extremidade nao reduto-
ra, liberando principalmente dcidos digalacturonicos insatu-
rados livres ¢ Endo-Pectato-Liase (Endo-poly-a-1.4-ga-
lacturonide liase, EC 4.2.2.2) que hidrolisa as ligagdes in-
ternas do 4cido poligalacturdnico, liberando oligogalacturo-
natos insaturados livres.

2.3.2 — Desmetoxilantes ou esterases

2.3.2.1 - Pectina esterase ou Pectinesterase (Pectin
pectyl-hyvdrolase, EC 3.1.1.11)

Também conhecida como pectase. pectina metoxilase
ou pectina metil-esterase. esta enzima remove grupos mete-
xilicos das substincias pécticas e por isto € classificada
como desmetoxilante (62). Esta enzima atua sobre a pectina
de alta metoxilagdo e a transforma em pectina de baixa
metoxilagio liberando metanol e H. Este dltimo. diminui 0
pH do meio. servindo como critériu para avaliagio da auvi-
dade enzimitica (48). A pectina de baixa metoxilagao libe-
rada pode ser hidrolisada pela Poligalacturonase ou comple-
xar com Ca™" e precipitar.
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3 — PRODUGAO DE ENZIMAS

3.1 - Selegiao do microrganismo

Varios insumos alimentares sao produzidos por mi-
crorganismos. Estes podem s=r culuvadas em vdrios tipos
de meios de culura de baixo custo para a obtengio do
metabdlito desejado (33). Muitos microrganismos j& foram
isolados da natureza e utilizados industrialmente mas a
maioriadeles, potencialmente imponantes, pode naoter sido
ainda devidamente explorada. estima-se que apenas 5% dos
fungos e 2% das bactérias tenham sido devidamente identi-
ficados (44). Mesmo que muitas linhagens tenham sido
melhoradas geneticamente nos laboratérios, hi sempre a
possibilidade de que a natureza abrigue uma linhagem com

maior potencial, seja na forma selvagem, seja por melhora-
mento genético.

No caso da selegio de microrganismos celuloliticos,
hemiceluloliticos e pectinoliticos, as fontes tradicionais sio
os alimentos deteriorados, madeiras em decomposigdo ¢
residuos agricolas. Por meio de métodos microbiolégicos
tradicionais de isolamento em meios enriquecidos, estas
linhagens podem ser selecionadas medindo-se o nivel de
atividade através de testes de difusio da enzimadiretamente
em placas contendo um meio seletivo (34). Por exemplo,
linhagem produtora de pectinases pode serisolada em placas
com meio de cultura contendo pectina. Apds o surgimento
das coldnias, a placa ¢ tratada com detergente, que atua
precipitando a pectina (18) ou com solugio de lodo que
reage com a mesma dando coloragio azul (30) Estes dois
métodos revelam halos claros ao redor das coldnias dos
microrganismos pectinoliticos. Outra forma de selegio pode
ser pela incorporagio de um indicador a placa contendo
pectina (63). Testes posteriores sio realizados no caldo de
crescimento (enzima extracelular) ou no extrato celular
(enzima intracelular) para avaliagdo da capacidade produto-
ra da enzima procurada, pela cepa isolada (50). Nesta fase,
até que o microrganismo tenha sido devidamente identifica-
doeclassificado, exige-se cuidado na sua manipulagio, uma
vez que alguns microrganismos podem ser patogénicos ou
produtores de toxinas. Uma atengio especial é necessdria
com os fungos, uma vez que os esporos flingicos sio mais
faceis de disseminagdo do que leveduras e bacténas (50).

Assim que a linhagem produtora da enzima desejada
tenha sido obtida, pode ser necessario modificar o organis-
mo por meio de mutagio ou engenharia genética a fim de
melhorar a sua produtividade ¢ o crescimento em meios de
baixo custo. A pnincipal preocupacio ¢ garanur que a capa-
cidade de produgio seja estavel (50).

A sintese de pectinases. hemicelulases e celulases ¢é
uma propriedade que praticamente todos os microrganismos
decompositores de madeiras e fitopatogénicos exibem, Eles
diferem no t1po ¢ quantidade em que as enzimas sio produ-
zidas. Assim. hd os microrganismos que secrelam uma ou

duas das enzimas citadas e. mais raramente, 0s lipos que
secretam todas as enzimas cm referéncia.

Os fungos sio os mais impornantes microrganismos
utilizados pela inddstria para a produgdo de cclulases ¢
pectinases (44). Os principais microrganismos produtores
das enzimas em estudo, citados na literatura, estdo listados
a scguir. Pectinoliticos: Colletotrichum lindemuthianum,
Trichoderma Koningii, Rhizoctonia fragariae, Sclerotinia
sclerotiorum ¢ Geotrichum candidum (39). Enuetanto, os
principais géneros representantes do grupo dos pectinoliti-
cos sdo Aspergillus (26, 39), Rhizopus (26, 39), Trichoderma
(26,39), ¢ Penicillum (5, 6, 30). Celuloliticos: Trichoderma
reesei (também denominado Trichoderma viride) (10, 26,
27, 44), Trichoderma Koningii (10, 44) , T. lignorum (10),
Sporotrichum pulvurulentum (também denominado
Chrysosporum lignorum) (10), Penicillium funiculosum
(10), P. iriensis (10), Aspergillus (10), Fusarium (10), Schi-
zophyllumm, Chaetomium (190), Humicola (10, 21). Xilano-
liticos: As xilanases sdo as principais hemicelulases estuda-
das. Elas sdo encontradas em vidnas bactérias tais como as
dos géneros Bacillus (10), Bacteroides (10), Ruminococcus
(10), Clostridium (10) e Fungos dos géneros Myrothecium
(10, 21), Aspergillus (10, 21), Trichoderma (10. 21, 27),
Chaetomium (10, 21), Humicola (10, 21) e Penicillium (10,
21). Algumas leveduras como as do género Trichosporium
também produzem xilanases e celulases (58). Uma revisao
detalhada sobre produgao de celulases ¢ xilanases por mi-
crorganismos encontra-se no trabalho de Elisashvili (27). As
pectinases microbianas estdo descritas na edigao especial de
Methods in enzymology de editado por Wood & Kellogg
(62) e nos trabalhos de HENNIES (35) ¢ FOGARTY &
KELLY (32).

3.2 - Fermentagao semi-solida

A capacidade destes microrganismos crescerem em
malteriais ligno-hemi-celulésicos pode ser utilizada como
uma forma de aproveitamento de residuos vegetais. A ma-
téria orginica contida em resfduos agricolas ¢ agro-industri-
ais, tais como farelo de trigo. casca de arroz, palha de milho,
sabugo de milho. cascas ¢ sementes de frutas, eflucntes da
fibrica de papel. bagago de laranja ¢ bagago de cana de
agucar (33), aumenta dia a dia. tomando-se um problema
com relagdo ao espago para depdsito ¢ poluigio do meio
ambiente. Entretanto. tais residuos representam uma fonte
para crescimento microbiano para a produgio de biomassa
ou de enzimas. Na maiora dos casos. um simples cnrnique-
cimento destes compostos com uma fonte de nitrogénio.
minerais ou vitaminas € suficiente para produgio de quanu-
dades significativas tanto de biomassa microbianaquanto de
atividade enzimatica (10, 27, 44).

AVA
cm 1 4 3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 14 15 1o 17 18 19



Bol, SBCTA, 31 (2):249-260, jul/dez 1997

Capitulo I

255

3.3 — Fermentagao liquida

Os resfduos agricolas também podem ser devidamente
moidos ou triturados para servir como fonte de nutrientes.
principalmente de carbono. na fermentagdo em meio liquido
acrado. Este processo € também conhecido como fermenta-
Gao submersa. A maioria das enzimas comerciais sio obtidas
por este processo, uma vez que os métodos modernos de
controle de fermentagdo sdo mais facilmente adaptados ao
mesmo. Assim, obtém-se rendimentos maiores e os custos
e riscos de contaminagio sio reduzidos (30, 44).

4 — APLICACAO NO PROCESSAMENTO DE
ALIMENTOS

4.1 — Mercado mundial de enzimas

O mercado anual para enzimas industriais é estimado
em US$ 625 milhdes, os EUA sao os responsiveis pelo
maior volume de comercializagio (26). O Quadro 1 apre-
senta a distribuigdo das enzimas por tipo ¢ porcentagem
comercializada na indistria de alimentos.

QUADRO 1. Distribui¢io mundial das enzimas nas indds-
trias de alimentos.

Distribuicio da produgio de enzimas por setor:
62% Indiswia de alimentos
3% Indistia de detergentes

5% Industria 1éxtil e de couros

Distribuicio das enzimas produzidas por tipo de acio:

80% Hidrolases (principais para a industria
*  de alimentos

20% Ourtras (oxirredutases, transferases etc.)
Distribuicao das hidrol

60% Proteases

30% Carbohidrases

3% Lipases

1% Qutras

Distribulgio das enzimas na indistria de alimentos (volume
comerclalizado):

Primeiro lugar

Processamento de amido
Segundo lugar Processamento de leite
Terceiro lugar Processamento de frutas e vegetais

Quarto lugar Processamento de trigo ¢ fermentacoes

Vantagens do uso de enzimas:

Especificidade de
reagdes:

Condigdes
moderadas de
operagdes:

Minima produgio de subprodutos

Economua

Al eficiéncia:
Fonte: DZIEZAK (26)

Diminui tempo de reacio

4 3 4 5 6 7

No Brasil. o mercado estimado para as enzimas a-ami-
lase, coalho, papaina ¢ pectinases é da ordem de USS 17
milhdes ao ano (15). As pectinases sio utilizadas pnncipal-
mente na inddstria de suco de laranja (“pulp wash™ ¢ “core
wash"”) e na clanficagio do suco de limio concentrado.
nestas indastnas, omercado estimado de enzimas é da ordem
de USS 1 milhdo (15). Entretanto, apesar da falta de dados
na literatura. o mercado de pectinases deve ser bem maior
se for levado em conta as apiicagdes na produgdo de vinhos,
sucos de uvas e de frutas tropicais, que sio significativas

(15).

4.2 — Processamento de sucos, frutas e vegetais

O tecido das frutas é formado de células parenquimé-
ticas cuja parede celular e lamela média sdo ricas em pecti-
nas, cclulose e hemiceluloses. As pectinas podem constituir
até 4% do peso total da fruta (23). Quando a fruta é moida,
a célula se rompe liberando a fase aquosa. Uma fragio da
pectina, chamada fragdo solivel, distribui-se nessa fase
aquosa (ou suco) e a outra fragio, chamada insolivel, per-
mancce ligada A parede celular, compondo a polpa. Esta
ultima fragdo atua como agente espessante na fabricagio de
geléia, por outro lado dificulta a liberagiio de liquido, bai-
xando o rendimento na extragio de sucos. A aplicagio de
enzimas nesse processo é fundamental para otimizagio da
extragdo, rendimento, filtragdo e estabilidade da cor do
produto (12, 48).

As preparagdes enzimiticas, denominadas comercial-
mente de “pectinases”, sdo formuladas para conter um ou
mais tipos de enzimas pectinoliticas dependendo do tipo de
aplicagdo, além de atividades de celulases, hemicelulases,
proteases ¢ amilases (47), constituindo um “coquetel” enzi-
matico (Tabela 2). O microrganismo mais usado para a
produgao destes preparados € o fungo Aspergillus niger (23,
54). A agao combinada das celulases, pectinases ¢ hemice-
lulases no tratamento de produtos vegetais apresenta um
efeito sinergfstico que € vantajoso sob os aspectos de rendi-
mento, operacionalidade e qualidade final do produto.

TABELA 2. Atividades glicanohidrolases de preparagoes
comerciais.

Substrato __ Atividade especifica de algumas enzimas comerciais

(1%)

Pecunex Celluclast Ulrazym a-amilase A niger®

Xilana 0.047 0.131 0.020 0.080 0.072
Pecuna 0323 0.049 0,153 0.030 0.110
Amido 0.320 0.027 0 0.270 0.132
CMC 0.057 0.096 0.30 0 0.080

Fonte: Sreenath & Santhanam (56)/ *extrato bruto de uma hinhagem
sclecionada

Alguns cuidados s3o necessarios com os constituintes
da formulagap enzimitica, em fungdo dos objetivos a serem
alcangados. Se a meta é, por exemplo, aumentar o rendimen-

AVA
AVAYEY

Eunespw 12 13 14 15 1o 17 18

19



Capitulo 1

Bol. SBCTA, 31 (2):249-260, juldez 1997

to da extragio. a presenga de todas as fragdes enzimaducas ¢
favoravel mas se o interesse ¢ reduzir parcialmente a visco-
sidade de um suco. a presenga de pectinesterase pndera
resuliar numa quebra excessiva da pectina. (veja descrigio
nos 1ens abaixo) diminuindo a wviscosidade e causando
Noculagdes na presengade Ca™" (7).

A aplicagdo de enzimas nos processos de maceragio,
extragdo. concentragio e clarificagio de frutas e vegetais ji
foi descrita na literatura. Algumas destas maténas-primas
sdo listadas a seguir: magd (15. 26. 60). banana (52), manga
(26). mamao (26, 36), abacaxi (26. 57), péssego (26. 16).
cenoura (52, 53), goiaba (13. 17), uva (15, 24. 54), ameixa
(18).limdo (15), laranja (15, 55). ~zpolho (14) e subprodutos
do suco de laranja (“pulp wash”¢ “core wash™) (15). Em
todos os casos, em mMenor ou maior grau, a qualidade do
produto final foi melhorada,

4.2.1 - Extragio

Frutas flacidas ou macias sdo especialmente dificeis
de espremer por causa do alto teor de pectina. Devido 3 alta
viscosidade, estes sucos aderem a polpa numa estrutura
semigeleificada amorfa e sao dificeis de serem recuperados
mecanicamente. Pela adi¢3o da enzima 2 polpa. a estrutura
do gel entra em colapso, a viscosidade ¢ reduzida e o suco é
mais facilmente recuperado (23). A extragio de sucos atra-
vés da maceragao enzimdtica pode produzir um aumento no
rendimento acima de 90%. comparado ao processo mecini-
co convencional, além das melhorias das caracteristicas
organolépticas (cor. sabor). nutritivas (vitaminas) e tecnolé-
gicas (melhor filtragao) do suco (49). Apés a extragio, a
polpa pode ser liquefeita usando uma combinagio de pecti-
nase, celulase e hemicelulase (xilanase). Estas enzimas
agem sinergisticamente sobre a parede celular das frutas,
degradando-a (22). Alguns defeitos que aparecem nos sucos
durante a estocagem sdo devidos a presenca de amido, que
retrograda, separando-se da fase aquosa durante o resfria-
mento, ou de arabinanas (polimeros de arabinoses também
conhecidos como arabanas) (23, 26) que tém baixa solubi-
lidade em sucos concentrados (26). Estes polissacarideos
podem ser eliminados pelas enzimas amilases e arabinosi-

dases, que normalmente estio presentes nas formulagoes
comerciais.

Em sucos citricos. de tomates ¢ de magis ¢ essencial
que a pectina nio seja totalmente degradada a fim de manter
a cor caracteristica estavel em suspensio. E preciso evitar a
agdo da pectina esterase que pode desmetoxilar a pectina
soliivel, produzindo dcido pécuico. que se complexa com o
ion de cilcio presente, formando pectato de cilkio que por
sua vez, flocula. levando a uma perda de cor (23). Este fato
¢ mais preocupante no caso da produgio do suco concentra-
do. o0 qual devera scr reconsuituido posteriormente. O pro-
blema pode ser contornado pela adigio de endopoligalactu-
ronase que, sob condigdo de atuagio controlada. degrada
parcialmente a fragio da pectina desmetoxilada até um ceno

grau. impedindo a coagulagdo do pectato com o ion cadlcio
¢ a perda da cor, por floculagio (7, 40,).

4.2.2 - Clarificacao

A turbidez dos sucos sc deve a presenga de vinos
componentes em suspensdo, tais como proteinas ¢ polife-
nois. em um estado coloidal estdvel com as pectinas. Em
muitos tipos de sucos, em particular os cristalinos. a clanifi-
cagao € necessdria para manter a uniformidade do produto,
tornando-o atraente ao consumidor (56). Na primeira fase
da clarificagdo este sisterna coloidal deve ser desestabiliza.
do. Isto ocorre pela agdo de hidrolases do proprio suco ou
pela agdo de enzimas comerciais adicionadas 20 mesmo,
Cerca de 5-10% das ligagoes glicosidicas da pectina preci-
sam ser rompidas para uma redugdo da viscosidade sufici-
ente para a desestabilizagao do sistema (7). Os preparados
enzimdticos para clarificagdo consistem numa mistura de
enzimas especificas para esta finalidade incluindo. além das
pectinases, outras como amilases, proteases ¢ arabinosidases
(44). Estes preparados tém uma composigao diferente da-
queles destinados apenas a extragio. Ponanto, nesta primei-
ra fase, as pectinases degradam a pectina reduzindo a visco-
sidade.

Nasegunda fase, as substincias causadoras de turbidez
(polifendis), desestabilizadas, agregam-se por atragio de
cargas elétricas intermoleculares. Finalmente, no terceiro:
estdgio, ocorre a sedimentagao destes agregados (23, 39) ,
cuja velocidade ¢ determinada pela lei de Stoke, sendo uma
fungio do tainanho e da densidade das particulas formadas
no estdgio anterior (7). Este processo € melhorado pela
adig3o de agentes clarificantes (gelatinas, bentonita, silica-
sol etc.). A redugdo dos teores de polifendis nos sucos
submetidos a despectinizagao enzimdtica estd descrita em
trabalhos disponiveis na literatura (7, 52, 56) . Todos os
mecanismos propostos para explicar a clarificagio envol-
vem a atuagdo imprescindivel da pectina esterase (3. 4).

O processo de clarificagio do suco de maga foi estu-
dado por Endo (28). Para que ela ocorra, € necessdna a agio
conjunta de pelo menos duas enzimas. a poligalacturonase
e apectina esterase. A poligalacturonase sozinha nao degra-
da a pectina da maga que tem um grau de metoxilagao de at¢
90% (60). Por isto, é necessdna a agdo inicial da pectina
esterase, desmetoxilando a pectina e deixando-a em condi-
¢io de ser degradada pela poligalacturonase. Resultados
obtidos em estudos com manga (29) confirmaram o efeito
sinérgisticoda atuagio das duas enzimas. Em outro trabalho.
Park er al. (45) estudando o efeito das pectinases de diferen-
tes microrganismos na clarificagio de sucos de rutas obser-
varam que nio houve correlagio entre a redugdo de viscosi-
dade. a produgio de substincias redutoras ¢ a clarificagie
dos sucos. sob a agio das enzimas. A redugio da viscosidade
do suco torna as operagdes de filtragdo. clarificagio ¢ con-
centragdo mais eficientes. Naindustria de suco de maga. este
processo ¢ aplicado amplamente para melhorar a quahidade
final do suco (37). Na inddstria citrica. as enzimas também
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s3o usadas, particularmente em suco de imdo. na extragio
d= 6leos essenciais ¢ na produgdo de extratos concentrados
turvos usados na fabricagio de refrigerantes (44). A clanfi-
cagio de suco de uva branca por meio de uso de pectinase
comercial foi relatada por Sreenath & Santhanam (56) .
obtendo uma clarificagio de 98-99% com uma redugio na
viscosidade e fendis totais da ordem de 25% e 32%, respec-
tivamente. A aplicagio de uma mistura comercial de hemi-
celulases ¢ pectinases (Rohament K-Rohm Tech, Inc.) re-
sultou em melhora da cor de suco de conoura, previamente
aquecido para inativar a pectinesterase, sem afetar a turbidez
tfpica. A melhora da cor foi atribufda & maior extragdo de
_-carotenos durante a prensagem (52, 53). Isto ocorreu
devido A despolimenizagdo dos polissacarideos da parede

celular (41), facilitando a extragdo dos B-carotenos.

4.2.3 - Concentragio

A clarificagdo por despectinizagdo enzimdtica é tam-
bém importante para o suco que vai ser concentrado para
evitar a geleificagio. Acima de uma cena concentragio de
s6lidos ocorre geleificagio do suco ndo despectinizado. No
caso do tomate por exemplo, ¢ impossivel obter o extrato
concentrado se ndo houver a degradagio da pectina, que
pode ocorrer pela agdo das enzimas da prépria fruta fazen-
do-sc o processamento a frio (7). Por outro lado, a pectina
nao deve ser degradada na produgio do suco do tomate a fim
de reter sua cor caracteristica, fazendo-se, neste caso, o
processamento a quente (40). Dziezak (26) cita trabalho
onde foi diminufda a viscosidade de uma pasta de tomate
com uma mistura de hemicelulases e celulases, aumentando
orendimento em 70% durante a secagem por aspersio (spray
drying), sem a perda da cor vermelha do tomate (26).

4.2.4 - Vinificagio

Um cuidado especial deve ser dado ao emprego de
enzimas na vinificagdo. Os componentes extraidos devem
ser preservados ao longo da maturagio, que pode levar anos.
Os formulados enziméticos devem levar em conta as pecu-
liaridades do processamento do vinho. No processamento
de frutas, apés desenvolverem sua agio, as enzimas sio
desnaturadas por pasteurizagio. Entretanto. no processo de
vinicultura este tratamento térmico nio acontece, ¢ por isto
os preparados enziméticos devem ser especificos para este
processo, permitindo uma boa maturagio. As preparagdes
de pectinases sio aplicadas  tecnologia de vinhos para
melhorar tanto a clarificagio do vinho branco quanto a cor
no vinho tinto (44). Nesle caso. ¢ possivel a formacio de
concentragdo elevada de compostos fendlicos no vinho final
prejudicando o sabor. Isto se da por causa da auvidade da
cinamoil esterase presente nas preparagdes enzimaticas
Esta enzima ¢ capaz de produzir dcido cindmico a partir de
¢ésteres de dcido p-coumariltartinico e cafeoil. O dcido cina-
mico por sua vez € descarboxilado pela agio de descarboxi-
lases produzidas por Saccharomyces cerevisae durante a
fermentagdo, resultando na formagio dos componentes fe-

nolicos desagradaveis (24). Assum. a presenga de enzimas
indesejdveis numa formulagio musta comercial deve ser
evitada (4). Um tipo de celulase. a P-glucosidase. vem
mostrando um grande potencial de aplicagdo no processo de
vinicultura. Ela hidrolisa os glicosidcos monoterpenos de
sabor desagradivel. liberando monoterpenos flavonzantes e
melhorando o aroma e o sabor do vinho (23). Outro proble-
ma do vinho ¢ a contaminagio da uva com o fungo Borrvns
cinerea, produtor de B-glicanas que obstruem os filtros,
prejudicando a filtragio e dificultando a clarificagdo. Prepa-
rados enzimdticos especiais contendo f3-glicanase altamentc
especifica para hidrolise das B-ghcanas estio disponivers
comercialmente (44).

4.2.5 — Industria citrica

O suco da laranja € obtido por meio de extratoras que
cortam e prensam a laranja separando albédo, casca e mem-
branas dos gomos do restante do suco, que €, entdo recupe-
rado por meio de um tubo coador. Este liquido € ainda rico
em materiais insoliveis provenientes das paredes das células
(vesiculas) de sucos que sdo extraidos juntamente com o
caldo. A retirada deste material, por meio de filtragdo (fi-
nisher), € impornante para a qualidade final do suco de
laranja. O residuo obtido constitui uma polpa que ainda
retém boa quantidade de suco o qual € recuperado em até
rés lavagens sucessivas. Ap6s as lavagens obtém-se um
suco com cerca de 3° Brix (o suco primdrio tem cercade 11°
Brix), que € entdo levado a um tanque de reagao enzimatica
onde é submetido & agdo da pectinase. Neste processo a
enzima indicada é a endopoligalacturonase que baixa rapi-
damente a viscosidade do suco.

ApOGs a despectinizagdo o suco € submetido a evapo-
ragio podendo ser concentrado até 65° Brix, sem problemas
de geleificagao ou encrustamento no evaporador. Este suco
concentrado recebe o nome de “pulp wash"”, é rico em
limonina e tem sabor amargo, sendo assim de qualidade
inferior. Tem, entretanto valor comercial, jd que correspon-
de a 5-6% do volume do suco de iaranja processado na
fébrica. Ele é empregado como base citrica nas industrias de
bebidas (15). Também na industria de suco de limio a
aplicagdo de misturas de pectinases € importante para uma
boa qualidade do suco clarificado. Neste caso aenzima deve
ser ativa em pH baixo ¢ uma mistura de endopoligalacturo-
nase ¢ celulase é recomendada para melhorar o rendimento
e aclarificagio do suco de limao (15)

4.2.6 — Cervejaria

Durante o processo de maltagem sdo extraidas f3-gh-
canas e pentosanas, originadas da parede celular das células
do endosperma da cevada. Estes polissacarideos aumentam
a viscosidade do mosto e dificultam a sua filiragio. A
estabilidade coloidal da cerveja no resfriamento também
fica afetada porque as B-glicanas sio insoldveis em certas
concentragdes de dlcool e podem precipitar (44). B-glicana-
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ses microbianas (Bacillus subtilis) sio comercialmente dis-
poniveis (23). Estas enzimas sio termoestdveis e especificas
para hidrélise das B-glicanas produzidas durante a maltagem
(23).

4.2.7 - Panificagio

A farinha de trigo contém cerca de 2-3% de pentosa-
nas, polissacarfdeos compostos principalmente de D-xilose
e L-arabinose. Estes polissacarideos existem na forma sol-
vel e insolivel. A forma solivel melhora a qualidade do pao.
As pentosanas insoliveis, entretanto, impedem o desenvol-
vimento do gliten que € de vital importancia na formagio
daestrutura do pdo e, conseqiientemente, reduzem o volume
e prejudicam a textura do mesmo (26). Aplicagio de pento-
sanases (xilanase/arabinosidases) A farinha leva & degrada-
¢do das pentosanas, melhorando o manuseio da massa ¢
dando um produto final com maior volume ¢ melhor estru-
tura do miolo (44). A mistura de pentosanases ¢ B-glucana-
ses também melhora a qualidade do pao-de-fibra (baixa
caloria). Essas enzimas hidrolisam as pentosanas e B-gluca-
nas de cereais, resultando com isso, em um melhor manuseio
da massu, redugao no ressecamento ¢ no tempo de mistura,
além de um aumento no volume do pao (26).

4.2.8 — Extragio de éleo

A utilizagio de celulase ¢ pectinase para reduzir perdas
durante a extragio de 6leo de palmeira foi relatada por
Bouvier & Entressangles (11). Essas enzimas degradam
componentes de parede presentes na polpa facilitando a
extragao do 6leo. A adigio de celulase ao mesocarpo reduz
a perdadurante a prensagem da fibra e durante a clarificagio
de 3 ¢ 18%, respectivamente, comparado a0 processo con-
vencional sem uso de enzima. Estas enzimas sio também
empregadas na extragio de azeite-de-dendé e de oliva (15).

4.3 - Outras aplicagdes industriais

4.3.1 - Industria de celulose e papel

As hemicelulases. especialmente a xilanase, podem
auxiliar nadiminuigao da poluirio ambiental causadas pelas
induistnas de celulose e papel. Nestas inddstrias, o cloro é
usado na forma de agente quimico branqueador mas resulta
em produtos residuais chamados compostos orginicos clo-
rados. nocivos ao meio ambiente.

A xilanase vem sendo empregada no processo de
biobranqueamento da polpa Kraft. a fim de diminuir a
concentragdo do cloro necessirio no processo. Isto tem a
fungdo principal de diminuir a taxa de organoclorados pro-
duzidos nos efluentes desta industria. que sio langados nos
rnos. poluindo-os. A xilanase degrada a xilana que liga a
lignina a celulose e também a xilana que se deposita sobre
a higrina apos o cozimento com a redugio do pH da pasta.

Com esta agio. hd uma melhor extragio da lignina adenda
a celulose, além de um favorecimento da acessibilidade do
cloro & fragio de lignina para oxidé-la, solubilizando-a e,
consequentemente, levando a sua extragdo. deixando a polpa
com grau de alvura adequado 2 fabricagdo do papel (24). O
uso destas enzimas permite uma redugdo de 30% na quanu-
dade de cloro usado (21). No futuro, este percentual de
redugdo poderd ser aumentado, por meio de novas formula-
¢Oes enzimadticas mais eficientes (24)

4.3.2 — Industria téxtil

A presenga da pectina na parede celular do caule de
plantas superiores, € responsivel pela forte aderéncia entre
estas células (38). A adig3o de pectinases no tratamento de
fibras brutas vegetais causa a degradaglo da pectina o a
consequente separagao das células da plania. Este fendémeno
¢ conhecido como maceragio ¢ resulta em separagio das
fibras de cclulose da parede celular. Este processo vem
sendo estudado visando sua de aplicagio na degomagem de
produtos de fibras naturais, tais como o rami, pela industria
téxtil (5,6).
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ABSTRACT

One hundred sixty eight bacterial strains, isolated from soil and samples of vegetable
in decomposition, were screened for the use of citrus pectin as the sole carbon source.
102 were positive for pectinase depolymerization in assay plates as evidenced by clear
hvdrolization halos. Among them, 30% presented considerable pectinolytic activity.
The cultivation of these strains by submerged and semi-solid fermentation for
polygalacturonase production indicated that five strains of Bacillus sp produced high
quantities of the enzyme. The physico-chemical characteristics, such as optimum pl
of 6.0 — 7.0, optimum temperatures between 45°C and 55°C, stability at temperatures
above 40°C and in neutral and alkaline pH, were determined.

ey words: Bacillus sp. polvgalacturonase, pectinolytic activity
Key words: Bacillus sp. polygalacturona ctinolytic activit

INTRODUCTION

Many plant-pathogenic bacteria and fungi are
known to produce pectolytic enzvmes useful for
invading host tissues. Moreover, theses enzymes are
essential in the decay of dead plant material by
nonpathogenic microorganisms and thus assist in
recycling carbon compounds in the biosphere (2).
include depolyvmerizing and
demethoxylating enzymes. Depolymenzing enzymes
are polyealacturonase (EC 3.2.1). which cleaves the

Pectinases

¢-14 glveosidic bonds between two galacturonic
acid residues. and pectin-lyase (EC 4.2.2), which
catalyses a P-climination reaction between two

methvlated residues (3). De-
-
.

esteniiving enzymes
I.1). which catalyses

include pectin-esterase (EC

* Corresponding author. Mg address Lévorono de Broyg

Biologia, Instituto de Biociéneias, Letras ¢
Rao Prewo, 5P LMl elenite bioabalee geesp be

the demethoxylation of methylated pectin,
producing methanol and pectin (20).

Preparations containing pectin-degrading
enzymes have been extensively used to improve the
stability of fruit and vegetable nectars and in the
clarification of fruit juices and wines (5, 13, 21, 23,
24). Currently, they are widely used in industry for
retting of natural fibers and extraction of oils from
vegetable and citrus peels (4, 6).

The enzymes preparations used in the food
industry are of fungal origin because fungi are potent

producers of pectic enzvmes and the optimal pll of

fungal enzymes is very close to the pH of many fruit
Jutees, which range from pli 3.0 10 5.5 (26). Such

preparations are not suited for production of

vegetable purées or other preparations in which pH

mcd dos Processos ¢ Microbolowia Aricada, Departamenta Jde
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values are close to neutral (7). Furthermore, due to
the relatively low temperature stability of the fungal
enzyme preparations, maceration needs to be carried
out at temperatures not exceeding 43°C, necessitating
the incorporation of a pasteurization step to limit the
growth of mesophilic microorganisms (22).

The present investigation was on pectinolytic
activities of bacteria strains isolated from Brazilian
soil and samples of vegetable in decomposition,

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms: portions of 3¢ of samples of

soil, from agricultural and vegetable wastes were
pooled and homogenized in sterile medium with pH

6.0 containig 1% citrus pectin with 67% of

mectoxilation, 0.14% (NH,),SO_. 0.20% K,HPO,,
0.02% MgSO, 7H,0 and 0.10% nuirient solution (5
mg/L FeSO,.7H,0; 1.6 mg/L MnSO,. H,0; 1.4 mg/
L ZnSO,. 7H,0; 2.0 mg/L CoCl.). A loop of the
homogenate was then streaked onto nutrient medium
and incubated at 30°C for 24 to 72h. All
morphological contrasting colonies were purified by
repeated streaking. Pure cultures were sub-cultured
onto slants media and maintained for identification
and enzymes studies. Identification of the genus was
based on morphological and biochemical
characteristics (15).

Plate assay of depolimerized pectin: The
medium was the same used for isolation of cultures,
supplemented with 2% agar. Pure culture was
inoculated by puncture in the medium and incubated
for 48h at 30°C. After the colonies reached around 3
mm, iodine-potassium iodide solution (1.0g iodine,
5.0g potassium iodide and 330ml H,0) was added
to detect clearance zones (11). ’

Production of pectic enzyme on solid-state
(SSF) and submerged (SmF) fermentation:
Strains presenting large clearing zones were used
for enzyme production assays on liquid and solid
medium. The liquid medium contaning 1% citrus
pectin, 0.14% (NI1,),SO,. 0.6% K,HPO,. 0.20%
KH.PO, and 0.01% MgSO, 7H.O, pH 6.0 was
inoculated with a suspension containing 10" cells!
ml. Cultures were grown in 123ml Erlenmeyers
flasks with 25 ml of medium 1n a rotary shaker
(150rpm) at 30°C. After 48h the biomass was
separated by centrifugation at 1000xg for 20 min
and the supernatant was used to evaluate
polyaalacturonase (PG) activity. The SSEF was done

3 4 5 6 7
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using a 250 ml Erlenmeyer flask containing 5¢ of
wheat bran and 10 ml of 1% (NH,),SO, and 0.02%
MgSO, (67% of moisture). 107 cells per gram of
wheat bran were added to cach fask and maintained
at 30°C. After 72h. fermented material was mixed
with 40 ml distilled water and filtered at vacuum
and centrifuged. The supernatant was used to
evaluate PG activity.

Assay of polygalacturonase (PG) activity: PG
activity was determined by measuring the release of
reducing groups using the dinitrosalicylic acid
reagent DNS assay (18). The reaction mixture
containing 0.8 ml of 1% citric pectin with 67% of
metoxilation in 0.2M citrate-phosphate, pl 6.0 bufter
and 0.2 ml of culture supernatant, was incubated at
40°C for 10 min. One unit of enzymatic activity (U)
was defined as 1 pmol of galacturonic acid released
per minute.

RESULTS

1- Selection of strains with pectinolytic activity:

168 bacterial strains able to grow on medium
containing citrus pectin as the only carbon source
were isolated. These strains were tested for pectin
hydrolysis by plate assay, at pH 6.0. The strains were
classified as very good producers of pectin
depolymerizing enzymes when presented clear halos
around colonies of at lcast 1.5 cm (14), good
producers when the halos were of at least 1 cm (36),
weak producers when halos were at least 0.5 cm (52)
and poor producers when no pectinolytic activity and
no clear lysis zones were observed (60).

2- Production of poligalacturonase from Bacillus
sp isolated on liquid and semi-solid medium

Five Bacillus sp demonstrated high pectinolytic
activity when assayed by the plate method. These
strains were cultivated for polygalacturonase
production using SSF and SmF. The data obtained
are presented in Table 1.

Table 1. Production of polygalacturonasse (U /£ ml) by Bacillus sp
msohid-state (SSF) and submerged (Sml) fermentation

Microorganism SSF SmF
Bucillus sp Arl.2 0.8 335
Bacillus sp B1.3 (.4 3.0
Bacillus sp M2.1 0.7 4.0
Bacillus sp P4.3 0.3 4.0
Bacillus sp 6.1 2.7
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Extracts from SSF cultures showed higher
pectionolytic activities than those obtained by SmF.
Maximal polyvgalacturonase activity was obtained for

strains M2.1 and P4.3.

Physico-chemical characteristics of PG

The effect of pH on the activity of PG produced
by the Bacillus sp strains in SSF was determined by
using reaction mixtures at pH values ranging between
3.0 and 10.0 (Fig.1). Pectinolytic activity was the
highest at pH 6.0 for all strains except for Bacillus
P4.3, which presented optimal pH between 6.5 and
7.0.

Assay for determination of the optimal
temperature for PG activity indicated maximal
activities at 40-50°C for AR1.2, B1.3 and P4.3 strains

PG activity (Uiml)

Figure 1: Effect of pH on the polygalacturonase acuvity produced
by Bacillus sp on wheat bran. The buffers used were sodium
acctate (pH 3.5-5.3), citrate-phosphate (pH 5.5-7.0). inis-HCl (pH
7.0-8.5) and Gly-NaOH (pH 8.5-10.5).

PG actwaty (Uiml)

Temperature °C

Figure 2: Effcctoltempernture on the polvealicicronase activity
produced by Bucillux sp on wheat bran

2 3 4 5 6 7

Capitulo I

and-50-55°C for M2.1 and P6.1 strains (Fig 2). PG
from AR1.2 showed the largest spectrum of activity
as a function of temperature.

To determine the effect of temperature on the
stability of PG, enzyme solutions were incubated for
60 min at temperatures between 10°C and 70°C and
the residual activity was assayed after cooling.
Practically no changes in pectinolytic activities were
observed when the incubation temperature was lower
than 50°C. The PG of P4.3 was stable for 1h at 60°C
(Fig. 3). and the results indicated that the PG activity
was similar to the previously obtained values.

Results of the incubation of enzyme solutions at
pH values between 3.0 and 10.0 forup to 24 hat 25°C
indicated that these PG were stable in the pH range 6-
8. PG P4.3 was stable between pH 7 and 9 (Fig. 4).

Residua Activiyt (%)

» © T
Terrperature °C

Figure 3: Stability of PG against temperature, The enzymatic
solutions were maintained in the temperature range of 10 to 70°C,
for Ih. 110% of activity (U/ml): P4.3=3.5; M2.1=2.5: B1.3=3.2;
P6.1=2.3: Arl.2=3.3

Figura 4: Stabiluy of the PG against pH. The er.zymatic solutions
were dispersed on 0,16 buflers solutions at various pH values
and mamtamed at 25°C for 24 h. An aliquot was assayed for the
residual actnaty as desenibed i the text. 1102 of activity (U/ml)
P43=3 5 M2 1=25 B1.3=32, P6.1= 23 Arl.2=33
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DISCUSSION

Production of pectinases in solid medium was
higher than that produced in liquid medium. These
results are similar to those obtained with
endoglucanases and 3- glucosidades (14), xylanases
(8). a-amilases (17) and pectinases produced by A
niger (1, 25).

Activities of PG produced by Bacillus sp strains
were higher than those produced by Aspergillus niger
(19), Aspergillus sp and A. niger ATCC20107 (16),
Aureobasidium pullulans (10) and Tubercularia
vulgaris (12). However, they were lower than those
reported using Bacillus GK-8 (9).

The pectinolytic activity of the crude solution has
specific properties which may offer advantages over
currently available pectinase preparations. The
enzyme solution can be applied directly to vegetables
without the need for pH modification. Furthermore,
because of the temperature stability of the enzyme,

it can be possibly used at processing temperature of

50°C, which is sufficient to limit the growth
mesophilic contaminants (7) in the process.

RESUMO

Selegiio de linhagens bacterianas para atividade
pectinolitica: caracterizagio das
poligalacturonases produzidas por Bacillus sp

A partir de amostras de solo e de material vegetal
em decomposicdo, foram isoladas 168 linhagens
bacterianas capazes de utilizar pectina de citrus como
anica fonte de carbono. Destas, 102 foram positivas
para a despolimerizagio da pectina, através de
ensaios em placa de Petri nos quais foram detectados
halos claros ao redor das colonias. Entre essas, 30%
(50) foram consideradas 6timas ou boas produtoras
de poligalacturonase. O cultivo dessas linhagens
atraveés de fermentagio submersa ¢ semi-solida para
a quantificagdo das poligalacturonases (PG)
produzidas indicou que 6 linhagens de Bacillus sp
foram as melhores produtoras da enzima. As
caracteristicas fisico-quimicas, como pli otimos entre
6.0 ¢ 7,0 ¢ temperaturas otimas entre 45 ¢ 55°C.
estabilidade a temperaturas acima de 40°C ¢ a pH
neutros ¢ alcalinos foram determ:nadas.

Palavras-chave: Bacillus sp. pohgalacturonase.
atividade pectinolitica
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Summary

Five Bacillus strains isolated from decaying vegetable material were cultivated on wheat bran and endo-
polvealacturonases. exo-polvgalacturonase and pectin lyase activities in the crude enzymatic solution obtained were
determined. Highest activity was observed for all enzymes when fermentation was carried out at 28 °C. the highest
activity values were obtained after 120 h of cultivation for exo-PG and after 48 h tor endo-PG and PL. The use of
the enzymatic solution for treatment of fruits and vegetable mash afforded a high juice extraction and a pulp with

good pressing characteristics.

Introduction

Pectic enzymes are produced by many groups and
species of microorganisms. These enzymes act on the
pectic substances that occur as structural polysaccha-
rides in the middle lamella and primary cell walls of
higher plants (Fogarty & Ward 1972).

Enzymes which degrade pectin are classified according
to their mode of attack on the galacturonan part of the
pectin. molecule. They can be distinguished between
pectin methylesterases (PE. EC 3.1.11.1). which de-
esterify pectins to low methoxyl pectins or pectic acid,
and pectin depolymerases. which split the glycosidic
linkages between galacturonosyl (methyl ester) residues.
Polygalacturonases (PGs) split glycosidic linkages next
to [ree carboxyl groups by hydrolysis, while pectate
Ivases (PALs) sphit glycosidic hnkages next to [ree

carboxyl groups by fi-chmination. Both endo types of

PGs and PALs (EC 3.2.1.15 and EC 4.2.2.2) are known
to split the pectin chain randomly. Exo-PGs (EC
3.2.1.67) release monomers or dimers from the non-
reducing end of the chain, whereas exo-PALs (EC

end. Highly esterified pectins are degraded by endo-
pectin lyases (PL: EC 4.2.2.10) and also by a combina-
tion of PE with PG or PAL (Pilnik & Voragen 1993).
Pectic enzymes are used industrially in {ruit processing
o facilitate pressing and 1o aid separation of the
flocculant precipitate by sedimentation, filtration or
centrifugation in the extraction of the clarified juice
(Lozano er al. 1988). Pectic enzyiies have also been used
i other processes where the elimination of pectin is

1 2 3 4 5 6 7

essential: in wine industries. coffee- and tea-processing
plants and maceration ol vegetable tissue. These pro-
cesses usually employ crude enzyme preparations con-
taining more than one pectic enzyme and it has been
shown that combinations of other depolymerizing en-
zymes such as cellulases and hemicellulases can be used
successfully (Rombouts & Pilnik 1978; Boccas et al.
1994; Da Silva er al. 1997).

In this communication, the production ol pectinases
by five species of Bacillus is reported. The action of these
pectinases in juice extraction has been determined.

Materials and Methods
Microorganisnis

The microorganisms were isolated from decaying veg-
ctables as described in a previous work (Soares e al.
1999). Five-gram samples ol soil. from agricultural and
vegetable waste were pooled and homogenized in sterile
medium at pH 6.0 in a solution containing 1% citrus
peetin (67% methoxylation): 0.14% (NH,):50;: 0.20%
K-HPO,: 0.02% MgSO, 7H,0: 0.10% nutrient solution
(5 mg/l FeSO4-7H0: 1.6 mg 1 MnSO,-H-0O: 1.4 mg |
ZnSO,- 7H-0: 2.0 mg/l CoCly). A loop of the homo-
genate was then streaked onto nutrient medium and
incubated at 30 °C for 24 to 72 h. All morphologically
contrasting eolonics were purified by repeated streaking.
Pure cultures were sub-cultured onto slants and main-
tained for identification and enzymic studies. Among the
isolates, five strains were identified as belonging to the
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Bactitus genus, based on morphological and biochemical
characteristics. The cells were rod-shaped. gram-posi-
tive. with endospores oval or round. and cuatalase-
positives. These Bacithe spp. demonstrated the highest
pectinolytic activity and these strains were cultuvated for
cnzyme production using SSI,

Production of pectic enzvoe by solid-state fermientation

SSF was carricd out using a 250 ml Erlenmeser flask
containing 5 g wheat bran and 10 ml 1% (NH;)-S50,.
0.02% MgSO, solution (67% moisture content). To
each flask 10% cells were added per gram wheat bran.
and the fermentation was carried out at 28, 0, 35 o
40 °C. After 24 to 120 h. the fermented material was
mixed with 40 ml distilled water, filtered by vacuum and
centrifuged. The supernatant was used to evaluate
enzyme activity.

Enzyme assavs

The enzyme activities were determined in mixtures
containing crude enzyvme solutions and different sub-
strates. Exo-polygalacturonase activity was determined
by measuring the release of reducing groups from citrus
pectin using the dinitrosalicylic acid reagent (DNS) assay
(Miller 1959). The reaction mixture containing 0.8 ml 1%
citrus pectin (67% methoxylation) in 0.2 M citrate-
phosphate buffer. pH 6.0 and 0.2 ml of culture superna-
tant, was incubated at 40 °C for 10 min. One unit of
enzymatic activity (U) was defined as the amount of
enzyme which releases 1 umol galacturonic acid min~'.

Endo-PG action was assayed by determining the
percentage decrease in apparent viscosity of a mixture of
12 ml of enzyme and 12 ml of 3% pectin solution in
0.2 M citrate-phosphate buffer. pH 6.5 at 40 °C, using a
Fenske-Ostwald viscosimeter as described by Fellows &
Worgan (1984). The results were subtracted from
experimental controls when denatured enzyme was
used. according to the following formula: Apparent
viscosity reduction(%) = (Ve = V) x (V. = V)" x 100
where: V. = flow timc of control, I, = flow time of
sample; V= flow time of water. One unit of endo-PG
activity was defined as the amount of enzyme which
reduced the initial viscosity of pectin solution by 30% in
10 min.

Pectin lyase activity was determined by measuring the
increase in absorbance at 235 nm of substrate solution
(0.8 ml 1% citric pectin in 0.2 M Tris-HCl bufTer.
pH 8.5) hydrolysed by 0.2 ml enzyvme solution. at
55 °C. One unit of enzymatic activity (U) was defined
as the production of | gmol of unsaturated uronide
ml™" min~™" based on the molar extinction coeflicient
(5500) of the unsaturated products (Albersheim 1966).

Pectin methylesterase activity was determined by
measuring the methanol released by the colorimetric
method of Wood & Siddqui (1971).

The activity -of xylanase. cellulase (avicelase and
carboxymethyleellulase: CMCase) and amylase were
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determined by measuring the release of reducing sugars
(DNS methods) from a 0.9 ml <olution containine 1°5 of
specilic substrate (birchwood xylan. Avicel, C:l!’h:nc\'n'.c-
thyeellulose or soluble starch). at 33 *C, on ac;.:(altc
buller pH 2.0, according Tavares er . (1997). One unit
ol xvlanase. avicelase, CMCase or amylase activity was
defined as the amount of enzyme which released I';:n'ml
ol reducing sugar (ayvlose or glucoser min™', caleulated
by reference to a stundard curve,

Juice exiraction

Fruits (pear. guanva, banana and papaya) and vegetables
(carrots and beet) were obtained from a local market.
After peeling. they were cut and milled or macerated.
Ten grams of material were incubated with 1 ml of
crude enzymatic extract for | h in a reciprocating
shaking water bath with a shaking rate of 100 strokes/
min and amplitude of 3 cm. at 40 °C. Later the samples
were incubated in a boiling water bath for 5 min to
inactivate the enzyme. After cooling to room tempera-
ture. the juice was filtered by vacuum through filter
paper and the volume of juice obtained was measured.
Mash-treated inactivated enzyme was used as a control.
Mash residues were dried at 105 °C until constant
weight and the dry weight determined. The reduction in
dry weight of the trecated mash was expressed as
percentage relative to the control sample.

Results and Discussion

Table 1 presents the endo-polygalacturonase, exo-po-
Iygalacturonase and pectin lyase activities in extracts
obtained by suspension and filtration of wheat bran
fermented by Bacillus strains at different temperatures.
Pectin methvlesterase activity was not detected in the
culture media of the five Bacillus strains. All enzyme
production was influenced by cultivation temperature,
with the highest activities being observed at 28 °C in the
majority of the enzymes from the five Bacillus strains.
The highest activity value for exo-PG was 40 U g™' of
substrate used in the culture of Bacillus sp. Ega 22
after 120 h.

Endo-PG activity in the fermentation medium was
maximal (13 to 15.5 U g) after 24-48 h at 28 °C. in the
majority of the strains. An increase ol temperature did
not have a significant cflect on endo-PG production.
These enzvmatic solutions resulted in maximal reduc-
tion of the solution of citrus pectin viscosity. between 80
and 97%. The most temperature sensitive strain was
Bacillus sp. Arl.2 where the production of endo-PG was
reduced by 23% at 30 °C.

PL production by strains was drastically reduced by
an increase of temperature (reduction of around 60% at
30 °C). At 28 °C PL activity was found in two peaks.
one between 24 and 48 h of fermentation and another.
which presented highest activity, after 96 h with max-
imal production of Y00 and 1000 U g™'. respectively. At
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Tahle 1. Petinolytic enzvime production on wheat bran by Bacillus strains.

-
Activity (Units per ¢ substrite used in culture)

Temperature of

cultivanon 1°C)

Ensvime Bacilluy Arl 2

Bactllus M2

Bacillus a2 Buacillus Exalt Bacilius B3

Exo-PG 20! i
Endo-PG 2k RN
rL 430 il

Eao-I'G it kv
Endo-PG 10" 2

PL. AR 3sr

Exo-'G 238 kity
Endo-PG i 12
PL 3o 350

Exo-PG A Ri)S
Endo-P’G 9 12
PL 2000 350"

! 35 as
14" 15" o
1000 gin’
Ry 2t

13

s00" 250

20! s
14

450"
o

I 3.[
400"

“24h. % 48 h.¢ 72 h. ¥ 120 h of fermentation.

temperatures above 30 °C only onc PL activity peak was
observed.

In this study, at 28 °C, the presence of endo-PG and
the first peak of PL was detected simultancously after
24 h of fermentation, while exo-PG and the second PL
peak were observed only after 96 h. The inducers of
pectolytic enzymes have been described as breakdown
products of pectic substances by the basal levels of these
enzymes (Hugovieux-Cotte-Pattat e al. 1996). Probably
hvdrolysis of oligogalacturonates by endo forms of
pectinases released galacturonate, saturated digalactur-
onate or unsaturated digalacturonate, which are induc-
ers of several pectinases such as exo-PG. However, the
inference of biochemical and physiological aspects of
enzyme synthesis through solid state fermentation is not
straightforward. The sequential production of pectinas-
es has been well described for fungal systems like
Botryiis cinerea, and indicated that a polygalacturonase
was always the first pectic enzyme present in the culture
fluid (Leone & Van Den Hceuvel 1987). Penicillium
Sfrequentans secreted one endo and one exo-PG during
the first 10 h of incubation and, between 17 and 48 h,
another two exo and three endo-PGs (Fonseca & Said
1995). Our results demonstrated that a similar pattern
seems to oceur in bacteria. since multiple pectinases
were reported during the time course of fermentation.
Studies of Dosanjh & Hoondal (1996) demonstrated
production of different polygalacturonases during the
growth period o Bacillus GKS. Similarly, variable
forms of pectin Ivase have been reported to be secreted
during the growth ol Erwinia  specics
and Bacillus polviyxa (Hugouvieux-Cotte-Pattat ¢r af.
1996: Dosanjh & Hoondal 19906).

[t should be mentioned that the SSF systcm s
preferred for pectinase production for a number of
reasons (Hesseltine 1977: Ghildjal es af. 1981: Castilho
et al. 1999: Castilho ¢ al. 2000). Production of pectin-
ases by semi-solid fermentation (SSF) of wheat bran has
been studied with good results by Ghilayal er al, (1981)
and Soures er al. (1999) since these agricultural residues

course  of

AVA
cm 1 4 3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 14 15 16 17 18 19

contain appreciable quantitics of pectin in addition to
cellulose, hemicellulose and starch. This wheat bran
composition would explain the presence of depolymer-
izing enzymes besides pectinases. such as xylanases,
cellulases and amylases in the fermentation media.

Fruit and vegetable juice extraction

The crude enzvme solution used for treatment of fruits
and vegetables was obtained from wheat bran fermented
by five Bacillus strains for 96 h and was composed
of: xylanase (2.0 to 3.0 U/ml), CMCases (0.5 up to
0.9 U/ml), Avicelase (0.5 up to 0.91), amylase (3.0 up to
3.8 U/ml), Exo-PG (2.5 up to 4.0 U/ml), Endo-PG
(1.2-2.0 U/ml) and pectin lyase (200 up to 1000 U/ml).

The yicld obtained was improved significantly by
enzyme treatment and the material was pressed more
casily than the control and the residual dry weight of
solid residues decreased 5 to 64%. The yicld obtained
from milling carrots treated with enzyme solution from
Bacillus Arl, 2, Egal6 and Ega22 strains were 40 up to
50 ml juice per 100 g of material. i.c., two-fold higher
than the control (20 ml/100 g). Enzyme treatment of
crushing and macerating papaya. banana and pear
afforded a volume betweer 60 to 935 ml of juice per 100 g
of material, which corresponds 10 a three-to-four fold
increase compared to the control.

Banana and papaya are soft fruits with a high level of
soluble pectin (Pilnik & Voragen 1993) and after macer-
ation resulted ina semigelled mass which was very difficult
to press. Enzyme application afforded a pulp with better
pressing characteristics and a higher juice yield. The juices
obtained by enzymatic treatment had lower viscosity
compared to those non-treated (data not shown), possibly
duc to reductjon of peetin content. Practically all material
was liquefied when enzymatic extracts from Bacillus Ega
16 and Ega 22 were used. The diflerence among yiclds
obtained with the fruits tested could be due to the pH
value of the mash. the ripening state but mainly to pectic
substances present and their level of esterification.
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The enzymes were found to be effective for carrot and
beet juice extraction. In this case. the presence of other
cell degrading enzymes in the crude enzyme selution.
such as cellulases and xylanases would be important.
Commercial enzyme preparations used in juice process-
ing are known to contain higher levels of pectinolytic.
cellulolvtic and  xylanolytic activities (Rambouts &
Pilnik 1978: Hang & Woodans 1997).

The industrial potential for pectic enzyme prepara-
tions derived rom these Bacillus strains is dillicult to
evaluate. since other studies are necessary regarding
productivity and toxin production. However.
preparations showed the presence of multiple enzymes.
a very important characteristic in commercial prepara-
tion and could be applied directly to chopped vegetables
and fruits at neutral pH without pH modification,
presenting high liquefaction capacities. On the other
hand, previous studies with crude enzyme solutions
(Soares et al. 1999) demonstrated optimum tempera-
ture. as well as stability of the polygalacturonases at
higher temperatures. This information can be very
helpful to the industrial user.

such
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ABSTRACT. Scventy-five fungal strains from different groups of basidiomycctes, newly isolated from rot-
ten wood, were screened for pectinolytic activity. Despite the fact that basidiomycetes are scarcely referred
to as pectinase producers, the polygalacturonase (PG) activity was detected in 76 % of the strains; 16 %
with activity higher than 40 nkat/g, 40 % between 13.3 and 40 nkat/g, and 44 % with activity lower than
13.3 nkat/g. The highest productions were obtained among the fungi from order Aphyllophorales, family
Polyporaceae. The characterization of the enzymes from the highest PG producers (Lentinus sp., Gloco-
phyllum striatum, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune) showed optimum temperature for cata-
lytic activity at 60-70 °C and two peaks of pH optimum (3.5-4.5 and 8.5-9.5). The enzymes exhibited high
pll stability (3.0-11.0) but after incubation at 40 °C for | h their activity dropped by 18-73 %.

Pcctin is the main substance that promotes the adherence of cell walls between adjacent vegetable
cells and is present in all the terrestrial plants, specially in fruits and legumes (Forgaty and Ward 1972). Pec-
tic polysaccharides have a backbone of D-galacturonic acid, lincarlly linked by 1,4-a-D-glycosidic bonds,
and contained also other secondary saccharides, such as the rhamnose, arabinose and galactose (McDougall
el al. 1996).

Pectinolytic enzymes catalyze the degradation of the pectins via depolymerization and de-csterifica-
tion reactions (Wood and Kcllog 1988). These enzymes include polygalacturonases (EC 3.2.1) that cleave
the 1,4-a-D-glycosidic bonds between two residues of D-galacturonic acid, pectin lyases (EC 4.2.2) that
catalyze the f-climination reaction between two methylated residues, and de-esterifying enzymes, including
pectinesterase (EC 3.1.1.11) that catalyze the demethoxylation of the methylated pectin, producing methanol
and pectin (Fogarty and Ward 1972; Fogarty and Kelly 1983; Rombout and Pilnik 1990).

The production of pectinolytic enzymes can be observed in both plants and microorganisms but not
in animal cells. In plants, these enzymes are involved in maturation of fruits, being responsible for soflening
and the increase in the content of soluble sugars. They also facilitate the action of phytopathogenic agents
promoting the degradation of host tissucs. By degrading dead vegetable biomass they assist in soil fertiliza-
tion and in nutrient recycling,

The main commercial applications of these enzymes are in fruit and vegetable processing, where they
serve for the removal and/or modification of the undesired pectin during extraction and clarification of fruit
Juice, wine, and cider. Other important applications of theses enzymes are in wood preservation, since they
increase the permeability for the treatment with preservatives, and in the textile industry in the preparation of
cellulose fibers of flax jute and other plant fibers (Forgaty and Ward 1972). Pectinascs represent about 7.5 %
of the worid market of industrial enzymes corresponding to about 75 million USD (Kashyap 2001).

Mitosporic fungi such as Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum, Sclerotinia, Fusarium, Tricho-
derma. Verticillium, Sclerotium, Geotrichum, Botrytis (Bziley 1990; Bailey and Pessa 1990; Rombouts and
Pilnik 1990; Channe and Shewal 1995; Teixeira ef al. 2000; Maldonado ef al. 2002) are the main pectinase
producers; the strains employed in commercial production belong to Aspergillus species. mainly A. niger
(Fogarty and Ward 1972; Bailey and Pessa 1990; Sakai er al. 1993). Pectinase production has also been
detected in phytopathogenic or saprotrophic Ascomycetes (Neurospora crassa, Thermoascus aurantiacus,
Rhizoctonia sp.; Marcus et al. 1986: Rombouts and Pilnik 1990; Martins e al. 2002), ycasts (Saccharomyces
and Kluyveromyces; Rombouts and Pilnik 1990), and Zygomycetes sp., Mucor sp. and Rhizopus sp. (Rom-
bouts and Pilnik 1990; Kashyap ef al. 2001; Kolarova and Augustin 2001).

*Comresponding author,
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The information about the basidiomycetes producing pectinases is relatively scarce (Levin and For-
chiassim 1988; Pericin eral 1992, 1997: Rihani er al. 1995; Antov and Pericin 2001; Antov ef al. 2001). We
investigated enzyme profiles of wood-rotting basidiomycetes isolated from the Estagdo Ecologica do
Noroeste Paulista (S30 José do Rio Preto-Mirassol, Sio Paulo). The main objective of the study was the
pectinolytic activity of these fungi during the production of polygalacturonase (PG; EC 3.2.1.15). and partial
physical and biochemical charactenzation of these enzymes.

MATERIALS AND METHODS

Collection and isolation of the fungi. Wood-rotting basidiomycetes were collected monthly over
a period of 1 year at the Estagdo Ecologica do Noroeste Paulista, situated between the cities of Sdo José do
Rio Preto and Mirassol in the state of Sdo Paulo, Bra.il (20°48°36" S and 49°22°50" W),

For culture isolation, fragments of the basidiomata were successively washed with sodium hypo-
chlorite (10 %, W/¥) and with sterile distilled water, and inoculated on a potato dextrose agar (PDA) me-
dium containing chloramphenicol and benomyl (5 mg/L). The incubation was carried out at 27 °C. For the
stock culture preparation, blocks (=100 mm?2) of myceliate culture free of contaminants were transferred to
the PDA medium and incubated until extensive mycelial growth was observed.

Samples of the cultures were later preserved in liquid nitrogen and incorporated into the Culture
Collection of the Laboratorio de Bicquimica ¢ Microbiologia Aplicada, Universidade Estadual Paulista, Cam-
pus of Sdo José¢ do Rio Preto).

Cultivaetion of fungi and enzyme production. Purc cultures were evaluated with regard to production
of polygalacturonase by solid-state fermentation in 250-mL Erlenmeyer flasks containing 5 g of sterilized
(120 °C, 40 min) wheat bran and 10 mL of 1 % (N114),SO4 with 20 ppm MgSQy solution. The moisture
content of the medium was =67 %. Each flask was inoculated with 3 disks (15 mm diameter) of culture
myceliatc in PDA medium. The flasks were incubated at 27 °C until complete superficial colonization (2-3
weeks).

The solid fermented material. corresponding to one Erlenmeyer flask, was mixed with 40 mL dis-
tilled water, stirred for 40 min, filtered under vacuum and centrifuged (20000 g, 10 min). The supernatant
was used as the crude enzyme solution.

Besides the isolated material, others strains such as the basidiomycete Phanerochaete chrysospo-
rium (CCB 478 = ATCC 28326) and the mitosporic fungi Aspergillus niger (NRRL 3122), Penicilium itali-
cum (1Z 1584), P. viridicatum (RFC 3) and P. glabrum (= P. frequentans) (CCT 2037) that were previously
considered to be good producers of pectinases (Said ef al. 1991; Berovic and Logar-Derencin 1993; Acuiia-
Arguelles ef al. 1995; Hennics 1996; Silva er al. 2003) were evaluated and used as reference cultures. The
enzyme production by mitosporic fungi was cstimated after a 40-h cultivation,

Enzyme activity measurements. PG activity was determined in a mixture containing 0.8 mL 1 % cit-
ric pectin, 67 % methoxylated (Braspectina), in 0.25 mol/L acetate buffer (pH 4.5) and 0.2 mL of crude
enzyme solution. The mixture was incubated at 40 °C for 10 min; released reducing sugars were measu-
red according to Somogyi (1952). Enzyme activity was expressed in nkat (the amount of enzyme that releases
1 nmol of D-galacturonic acid per s); enzyme production is given in nkavg initial dry solid substrate.

Enzyme characterization. Five crude-enzyme solutions that presented the highest PG activity were
characterized with regard to the temperature and pll optimum, and thermal and pli stability. The reactions
were done as described above; the reducing sugar was measured using the 2,4-dinitrosalicylic acid (DNS)
reagent assay (Miller 1959). Optimum pll for enzyme activity was deternmined at 55 °C using sodium
acetate (pH 3.5-5.5), citrate-phosphate (pHi 5.5-7.5). Tris-HCI (pH 7.0-8.5) and glycine-NaOH (pll 8.5~
10.5) buffers. The optimum temperature was assayed by incubation at 35-65 °C. Thermostability, Enzyme
solution was incubated at 17-65 °C for 1 h at ptl 4.5. An aliquot was withdrawn and placed on ice before
being assayed for residual pectinase activity at optimum pll and temperature. pll stability. Crude enzyme
was dissolved (1 : 1) in Mcllvaine buffer (pH1 3.5-11.0) and maintained at 25 °C for 1 d. An aliquot was used
to determine the remaining activity as above.,

RESULTS AND DISCUSSION

Production of pectinase by solid-state fermentation. Seventy-five strains were isolated as pure cul-
tures; they were classified as belonging to 7 orders, 17 familics and 42 species of basidiomycetes according
to the most generally aceepted fungal classification (Hawksworth er al. 1983) (Table ).
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Table 1. Polypaiacturonase production (nkavg) in isolates from different groups ot hasihomycetes

Vol 49

Taxonomic posttion

lsolate

nka. g

Order Aphyllophorales

Fanuls Pohporaceae

Corwlopsis bvrsima (NONT JRYV

Pyenoporus sunguinews (LoFROMURR.

Hexagonia papyracese BERK.

Hexagonia hydnoides (FR.) M. FIDALGO
Hexagonia hirta (FR.)FR.

Trametes sp.

Gloeophvllum striotum (SW. ex FROMURR.

cf. Lenzites sp.
Polvporus tricholoma MONT.

cf. Diplomitoporus sp.

Family Corriciaceae
Afvcobonia flava (BERK.)PAT.
Penivphora sp.

Phlebia sp.

cf. Phanerochaete sp.

cf. Radulodon americanum RyVv.
nat identified

Fanuly Schizophyllaceae
Schizophyllum commune FROFR.

Family Fhmenochaetaceae
Phellimes rimosus (B3 REPILAT

Phellinus gilvas (SCHW PAT

Inonones ricki (PATIRFID
Family Swreaceae

Stereum hirsutum

Stereum sp,

Fanuly Pudoscyphaceae

Aguasevpha Invdrophora (BERKREID

Perenniporia medula-panis (JACQ..FR.)DONK.

SXS 1o
SXs 23
SXS 1o
SXS112
SXS 146
SXS 169
SXS 43
SXS 126
SXS 365
SXS 62
SXS 289
SXS 171
SXS 76
SXS 96
SXS 20
SXS 387
SXS 40
SXS 70
SXS 9
SXS 149
$XS 152
SXS 128
$XS 322
SXS 358
SXS 366

SXS 324
SXS 04
SXS 105
5Xs511
SXS 139
SXST
SXS 05
SXS5 64
SXS 82
SXs9
SXS$313
SXS 388

5XS 38
SXS 39
SXS 123
SXS 170
SXS 385

SXS513
SXS47
SXS5 26
SXS8 37
SXS R4
SXS 113

SXS 180
SXS 176
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Fanuly Chrvartaceas
Prenada sp

Clanvudinopsis helveola

Fanuly Lentnaceae
Lentinus strigelluy Bers

f s sp

Order Auriculariales

Fanuly Auriculariaceae
Auricularia fuscosuccinea (MONT,)FARL.

Order Dacrymycetules

Family Dacrymycetaceae

T ACTIVITY OF WOOD-ROTTING BASIDIOMYCETE 49

SXS 268
SXS 3ie

§XS 358
SXS 4
SXS 51
$XS 3o

SXS 187
SXS 361

Dacrvopinax elegans (BERK. & CURTIS)MARTIN $XS323

Order Nidulariales

Family Nichilariaceae
Cyathus striatus (HUDS )PERS.

Order Agaricales

Family Tricholomataceae
Chaetocalathus liliputiars SING.
Crinipellis sp.

Marasmius haematocephalus (MONT.)FR.
Marasmius sp.

Gerronema dennisii SING.
Collybia sp.

Family Pluteaceae
Pluteus cf. cubensis (MURR.)DENNIS

Fanuly Strophariaceae

Psilccybe cl. subcoprophila BrITZ
Family Coprinaceac

Punaeolus sphinctrinus (FRQUEL.
Family Cortinariaceae

Gynmopilus zenkeri (P. HENN.)SING.
not identified

Order Lycoperdales
Famuly Lycoperduceae
not identified

Heference strains

Order Aphyllophoralex

Famuly Corticiaceae
Phanerochacte chrvsosporium BURDS

Mitosporic Fungi
Aspergillus niger TIFGH
Penicillium glabrum (WEHMER)WESTLING
Pericillium italicum WIHMER
Penicillium vicidicamm WESTLING

SXS 174
SXS 209

SXS 115
SXS 175
SXS216
S$XS 309
SXS 202
SXS214
SXS 230
SXS314

3XS320

SXS 159

SXS176

§X§1212

SXS173

SXS3719

CCB 478

(= ATCC 28326)

NRRL 3122
CCT 2037
12 1584
RFC 3
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A total of 55 purified cultures (76 %) pr::scntcd PG activity and 16 % of them showed production
above 40 nkat'g, 40 % between 13.3 and 40.0 nkavg , and 44 % showed activity less than 13.3 nkatg. In
general, strains with the bighest production of the enzyme were found in the order Aphyllophorales, family
Polyporaceae. The amounts of produced enzyme varied depending on the strain, although strains of the
same species with different levels of production were encountered, reflecting the existence of intraspecific
genetic variability.

Five highest PG productions, viz. 82.5,75.1, 57.3, 54.3 and 49.3 nkat/g (cquivalent to 10.3, 9.3, 7.2,
6.8 and 6.2 nkat/mL. respectively), were detected in the strains Lentinus sp. (SX S48), Glocophyllum stria-
tum (SXS 40), Prenoporus sanguineus (SXS 43 and SXS 365) and Schizophyllum commune (SXS 39). res-
pectively. Some basidiomycetes showed activity equal or higher than the reference strains. However, the
comparison of our results with literature data for different microorganisms producing pectinases is rather
difficult due to considerable differences in substrates used and to variation of assay procedurcs.

When screening from 72 strains of the genus Candida on different carbon sources for the pectino-
lytic activity, Call ef al. (1984) dctected in 6 strains an activity in the range of 0.5-14.2 nkat/mL. Soares e/
al. (1999) detected PG activity between 6.7 and 13.3 nkat/mL in solid-state and 45.0-66.6 nkat/mL in sub-
merged fermentation using strains of Bacillus spp. isolated from soil samples. Optimizing the production of
PG in Aspergillus spp. and Penicillium spp., Said ef al. (1991) obtained an activity of 26.7 nkat/mL after a 2-d
cultivation. Information about the screening for pectinolytic activity among basidiomycetes is relatively
scarce but some studics with collection strains revealed the potential of this group in pectinase production.
Antov and Pericin (2001) and Antov ef al. (2001) detected a production of pectinases (41.6 nkat/mL) by
Polyporus squamosus in submerged fermentation on a medium with commercial pectin and 11.1 nkat/mL on
a medium containing sugar-beet extraction waste as pectin source.

In spite of being extensively studied with respect to its lignin—ccllulolytic enzymic system, Pha-
nerochaete chrysosporium is not well characterized in respect of pectinolytic enzymes; e.g., Rihani ef al.
(1995) detected pectinolytic activity in Sporotrichum pulverulentum (the anamorph phase of Phanerochaete
chrysosporium). Our strain of P. chrysosporium CCB 478 exhibited PG activity (48.3 nkat/g) higher than the
reference cultures of mitosporic fungi (Table [).

Enzyme characterization. The physico-chemical characterization of PG showed optimum tempera-
ture for activity at 60-70 °C (70 °C for P. sanguineus SXS 43, 60-70 °C for G. striatum SXS 40 and P. san-
guineus SXS 365, and 60 °C for Lentinus sp. SXS 48 and S. commune SXS 39) (Fig. 1A).

PG had the highest activity at acid pH (3.5-4.5), except for the enzyme from Gloeophyllum stria-
tum SXS 40 (pH 9.0). However, when the assays were accomplished with crude enzyme extract all the fungi
were shown to contain a second peak of activity at alkaline pH (8.5-9.5) (Fig. 1B), suggesting the presence
of other enzymes that release reducing sugar from pectin.

Thermal stability of the enzymes varicd. The residual activity found after the incubation at 40 °C
was 27-82 % (S. commune SXS 39 and P. sanguincus SXS 43, respectively). P. sanguineus SXS 43 exhibi-
ted the highest stability to increased temperatures, maintaining residual activity of ca. 75 % cven after a 1-h
incubation at 60 °C. The residual enzyme activity of other isolates varied at this temperature from 31 t0 37 %
(Fig. 1C).

The enzymes exhibit a wide stability with respect to pl (3.0-8.5); they maintained a residual acti-
vity 250 % at most pil values assayed (Fig. 1D). The lowest residual activities were observed after incu-
bation at pll 6 and 1 1.

[t can be of interest to highlight the properties of the isolate Pycnoporus sanguineus SXS 43 such as
the elevated production and optimum temperature, low-pli optimum and a considerable temperature and pll
stability (charactenistics that are desirable for industrial application).

The values of enzyme activity detected in characterization assays were generally higher than those
in in vitro reactions. Since the pectinolytic activity of the samples was initially unknown (until complete ela-
boration of the in vitro assays), Somogyi's procedure (Somogyi 1952) was used duc to its greater sensitivity
and, therefore, the ability to detect activity even at very low levels. However, for enzyme-characterization
assays, when the pectinolytic activity of the fungi was already determined, the DNS method scems to be more
suitable. Although the sensitivity of the Somogyi's method is almost ten times higher, for still unknown rea-
sons, the DNS method gives higher values of enzyme activity than the former one (Biely et al. 1992).

Our study represents the currently broadest screening for pectinolytic activity in basidiomycetes;
the PG activity has been detected for the first time in a number of species from different taxonomic groups,
although the levels obtained did not necessarily reflect the optimum production for each strain (the condit-
ions of the screening assay were the same for all the strains). As mentioned by Teixeir ¢f al. (2000) and Mal-
donado and Callieri (1989), variations in production, cxtraction and activity assays can have considerable
ctleets.
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Fig. 1. Characterization of polygalacturonases: effect of temperature and pH on the enzyme activity (A and B) and enzyme stabi-
lity (C and D), inverted triangles — Schizophyllum commune SXS 39, circles — Pyvenoporus sanguineus SXS 43, diamonds -
Pyenoporus sanguineus SXS 365, triangles — Glocophyllum striatum SXS 40, squares — Lentinus sp. $XS 48; buffers: sodium
acctate (pH 3.5-5.5), citrate-phosphate (pH 6.0-7.0), Tris-HC1 (pH 7.5-8.5), glycine-NaOH (9.0-11.0); the relative activity was
determined based on maximum production (in nkat/g): 310 for Schizophyllum commume SXS 39, 1166 Gloeophyllum striatum

SXS 40, 1325 Pycnoporus sanguincus SXS 43, 898 P, sanguineus SXS365, 636 Lentinus sp. SXS 48,

Basidiomycetes include many edible specics; they also have mycelial growth and exhibit a good
colonization of the substrate, resulting in large amounts of biomass which, besides providing some enzymes,

could be used as a protein source in buman and animal dict.

The authors thank the Fundugdo de Amparo a Pesquisa do Estado de $3o Paulo for financial support and to Dr. R. Krishnas-

wmy Armi for valuable help during the work.
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ABSTRACT,  Xslmase, f-glucosidase, fl-xylosidase, endo- salacturonase and -sylosidase activinies were optimal
elucanase and polygalacturonase production from Curvilarig pHES 0 Mavimal activity of S-glucosidase was deternumed
inaegualts was carned out by means of sohd-state and suh- 60 °C, f-sylosidase at 70 °C and polvealacturonase and xslan-
merged fermentation using ditterent carbon sources -Glucos- ase il 3370 These ensymies were stable at acidie 1o neutral pll
ihse. - losidase, poly zalacturonase and awlanase produced and at 4035 20 The crude enssme solution was studied Lor the
by the nucroorzamsms were charactenized  S-Glucosidase pre- Iy drolvsis of asocultural residues

sented optonum activiy at pll 33 whereas savlimase. poly-

A large number of fungi, isolated from different lignocellulosic materials, have been screened for
their ability to degrade polysaccharides present in biomass producing fungal protein or higher value products
(Oudot er al. 1993; Buswell ef al. 1996; Sunna and Abtranikian 1997; De-Paula ef of. 1999: Augustin 2000;
Kolarova and Augustin 2001).

The complete degradation of lignocellulosic material requires a group ol enzymes including hemi-
cellulases (B-1.4-endoxylanase, EC 3.2.1.8; B-mannosidase, 3.2.1.25: xylan |.4-f-xvlosidase. EC 3.2.1.37.
a-arabinosidase, EC 3.2.1.55; acetylesterase, EC 3.1.1.6), cellulases (cellulase, EC 3.2.1.4: glucan 1.4-f-glu-
cosidase, EC 3.2.1.74; cellulose 1,4-B-cellobiosidase, EC 3.2.1.91: B-glucosidase. EC 3.2.1.21) and pectinases
(pectinesterase, EC 3.1.1.11; pectin lyase (exo-PL), EC 4.2.2.10; pectate lyase (endo-PL), EC 4.2.2.2;
calacturan | 4-galacturonidase (exo-PG). EC 3.2.1.67; poiygalacturonase (endo-PG), EC 3.2.1.15) (Sarka-
nen 1991; Bigielis 1993; Blanchete 1994; Chahal 1991).

The lignin biodegradation is an oxidative process. The ligninolytic system is formed mainly by three
types of extracellular enzymes: lignin peroxidases. Mn-dependent peronidases and laccases These enzyimes
catalyze the one-clectron oxidation of hignin units resulting in various non-enzyvmic reactions which include
bond cleavage (Rodriguez Couto et al 2000)

These enzymes have a wide range ol apphications, mamly i food, ammal feed, and the texule, tuel
and chemical industries (Da Silva er af. 1997). Other arcas of apphication include the paper and pulp industry,
waste management, pollution treatment, medical and/or pharmaceutical industry and scientific research
(Duran er af. 1994 Bhat and Bhat 1997, Tavares ef af. 1998; Guiraud e al. 1999). Major impediments to the
exploitation of the commercial depolymerizing enzymes are their yield, stability, specificity and the cost of
production. New enzvmes for use in commercial applications with desirable biochemical and physico-che-
mical characteristics and a low cost of production have been the focus of extensive rescarch

This study addressed the production of polysaccharide depolymerizing enzymes by o Curvularia
macgualis strain in submerged and solid-state fermentation and evaluation of the potential of these enzymes
the hydrolysis of agricultural residues. Some physico-chemical characteristics of the most active enzyines
produced were presented.

MATERIAL AND METHODS

Microorgaem. The Curvilirie macgnadny strain 1L was asolated from Teal hiter m Caxambu
(Minas Gerais. Brasih) and was maintaimed on potato dextrose agar (PDA) slopes as @ stock culture. The
entification of species was made by the Fundagdo Tropical de Pesquisa ¢ Tecnologa “André Toxello”
(Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Cultvation of nucroorganmsm and enzvme production. Production ol enzyimes by sohd-state et
mentation (SSF) was carried ot using a 250 mL Erlenmeyer flask containing 5 ¢ ol solid residues (wheat
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bran or sawdust) and 10 mL of nutrient solution composed of (in ©0) (NH)HSO: 0 3 KHAPO; 0135, CaO
0035, MeSO; 002, 700 062, FeCl; 6H-O 027 CoCly 6H-0 0.01. CuSO, SH>O 001 HiBO 0.003 (67 %0
monsture content) The sterilized mediim was moculated with myeelial fragments (20 mm o diameter per
cram ol wheat bram from fully crown tresh plates and mamtuned at 28 °C After 18 d the solid fermented
maternal was msed wath 30 ml disolled water, stirred. vacuum filtered and centntuged  The supernatant
was wsed as crude cnzyme solution

The submerged fermentation (SMFEF) was carned out using 125 ml. Erlenmeser Masks containing
23 ml of hiquid medium composed of 1 o ot carbon source birchwood avlan (Sigma), citrus pectin (Bras-
pectina) or cellulose (Aerck), and nutrient solution as described above. The medium was inoculated with
mycehal fragments (a quarter of a 20 mm diameter disc per ml of medium) and the cultures were grown in
a rotary shaker (2.5 He, 50 °C). The biomass produced by SMF was separated by centrifugation (10 000 g,
20 min). The cell-free medium wa- used as a crude enzyme solution.

Enzyme activities were determined using 0.1 mL of sample of cultivation medium and 0.9 mL of
specific substrate solution. Xylanase activity was determined using | % birchwood xylan in 0.1 mol/L
sodium acetate buffer (pH 5.6) at 40 °C. Endoglucanase and cellobichydrolase activities were determined by
the same procedure described for xylanase using carboxymethyl cellulose and crystalline cellulose (both
AMerck) as substrate, respectively. Polygalacturonase activity was determined by means of a solution of 1 %
pectin (Sigma) in 0.1 mol/L. citrate-phosphate buffer (pH 5.0) at 40 °C. The number of reducing groups,
expressed as xvlose, glucose or galacturonic acid released by enzvme reaction, was quantified by the
3.5-dinitrosalicylic acid method (DNS) (Miller 1959). 3-Xyvlosidase activity was assaved by the liberation of
4-nitrophenol from 4-nitrophenyl 3-D-xylopyranoside (Sigma) in 0.1 mol/L. sodium acetate buffer (pH 5.6).
The reaction was stopped with | mL of 2 mol’LL Na,COj3. B-Glucosidase activity was assayed as for 3-xylos-
idase activity but using 4-nitropheny| -D-glucoside. One enzyme unit was delined as the amount of enzyine
which releases one pmol of reducing sugar (xvlose, glucose or galacturonic acid) or 4-nitrophenol per min in
assay conditions.

Enzyme characterization. Optimal temperature. pH and thermal and pH stability was determined in
a temperature range 10-70 °C, and pH 2.5-10.5.

Hydrolysis experiments. Saccharification experiments were performed with a crude enzyme prepar-
ation obtained from wheat bran fermentation by C. inaequalis. Five mL of the enzyme solution and
45 mL of a suitable buffer (0.1 mol/L) were incubated with 1 % of agricultural residues (orange bagasse
provided by Citrovita /4, Catanduva-SP and corn husks). The mixture was maintained in a rotary shaker
(2.5 Hz) at different temperatures for 6-7 d. An aliquot of this mixture was taken at 12-h intervals and boiled
for 8 min. Reducing sugars were determined by the DNS method and the hydrolysis products were identified
by paper chromatography (Whatman no. | filter paper in a descending flow using the following solvents:
cthyl acetate-2-propanol-water, 6 : 3 : 1, 17}71 15 h). The control consisted of the same treatment using
denatured enzymes.

RESULTS

Enzyme production on SMF (in a liguid medimy. When xvlan was the only carbon source,
C maequahis produced polygalacturonase. aylanase. B-glucosidase and p-xylosidase (Fig. 1). Maximum
poly galacturonase production was observed after 5 d (2.4 U mL). xy lanase production after 4 d (1.3 U/mL.),
while 3-glucosidase and p-xylosidase production reached maximum values after 5 d

When citrus pectin was used as the sole carbon source. the fungus produced the highest quantities
ol polyzalacturonase (4.5 U/mL.), xylanase (0.9 U'ml.) and B-glucosidase (0.1 U ml) after 3. 2 and 3 d,
respectively (Fig. 1B). 3-Xylosidase activity was not observed

The medium containing cellulose as a carbon source afforded only endo-glucanase and B-glucosid-
ase and the values obtained were low (0.8 and 0.05 U'mL. respectively). No activity of other enzymes was
recorded (Fig. 1C)

Enzvme production on SSF. Maximal production of xylanase and polygalacturonase was obtained
after 7 and 8 d, respectively. B-Xylosidase and B-glucosidase exhibited maximal activity after 6 d (Fig. 1D).
Endo-glucanase activity was observed after 4 d.

When the substrate of SSF was sawdust, only xvlanase and B-glucosidase were observed, with ma-
Ximum activity after 7 d (Fig. 1E).

Crude enzvme characterization: Polygalacturonase. s lanase. f-glucosidase and 3-xylosidase acti-
vities in the crude enzyme preparation obtained after cultivation on wheat bran were characterized in pre-
liminary experiments.
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Fig. 1. Production of enzzames (U/mL) on SmF (left) using xylan (A), citrus pectin (B) and cellulose (C) and on SSF (right) using
wheat bran (D) and sawdust (E) as the sole carbon source. circles - f-glucosidase (GL), triangles - xylanase (XA). squares -
polygalacturonase (PG). imverse triangles - endoglucanase (EG), diamonds - i-xylosidase (XY)

Al the enzymes exhibited a pH optimum around 5.0 (Fig. 2). The optimum temperature for xylan-
ase and polygalacturonase activity was 55, for B-glucosidase 60 and for B-xylosidase 65 °C. Polygalact-
uronase, B-glucosidase and (-xylosidase were highly stable at acidic pH (4.0-4.5), xylanase was stable at
pH 5.0-5.5. When kept at 45 °C for | h, the residual activity of pB-glucosidase was 100 %; 80 % of its
activity was maintained at 60°C. f§-Xylosidase and xylanase retained 90 and 80 % of their activities, respect-
ively, after 1 hat 40 “C: polygalacturonase was 100 % stable at 55 °C, retaining 60 %o ol its activity at 65 “C.

Hvdrolvsis experiments: The ability of crude enzymes to hydroly ze some agriculural residues was
estimated and the products of the hydrolysis were examined by paper chromatography - crude enzymes
were capable of attacking corn husks with glucose and xylose liberation (Table [). Initially (2 and 6 h), large
amounts of reducing sugar were liberated (0.78 up to 1.0 g/L) with the maximum concentration after 12 h of
enzyme treatment (1.2 g/L). Glucose was detectable at the beginning of the treatment while xylose was
detectable only after 4 h, with accumulation in the subsequent periods: xylobiose was not detected. Large
amounts of reducing sugar were accumulated during enzyme hydrolysis of orange bagasse (2-6 h: 0.65-
1.1 ¢ L) with a slow increase up to 1': d (1.7 ¢/L). The products detected were glucose and xylose in the
mitial phase of the treatment (4 h), while galacturonic acid could be observed just after 12 h (Table 1) .

DISCUSSION

In xylan and wheat bran media 3-xylosidase was liberated into the medium. Similarly as in many
another microorganisms, B-xylosidase remained cell-associated (Myburgh et af 1991 Flores o1 al 1996,
Kristifek er al. 1995). Since = *ll-associated B-xylosidase activity was not assayed the production potential
for this enzyme in other substrates studied could not be evaluated.
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Fig. 2. Eflect of pH (above) and temperature (below ., "C) on the enzvme activaty tlefr. relative %) and enzyme stabilins treghr, residual
actnaty. %), butters sodium acetate (pH 3 (-3 0). cirate-phosphate (pH 3 =7 0). Tris-HC1 (pH 7 =8 30 Trs=Glyeme tphl 8 3-11 1)
circles = -glucosidase. triangles - xylanase. squares - poly galacturonase, dramonds - [i-xylosidase

The presence of xylanase activity in media containing pectin as the sole carbon source suggested
the induction of enzyme synthesis by pectin. Industrial citrus pectin preparations contain neutral sugars such
as xylose, arabinose and rhamnose. in the side chains of pectin (Kravichenko ef al. 1992; Thakur er al. 1997)
which were considered to be xylanase inducers (Karni er al. 1993 Flores er al. 1996). In addition, poly-
ealacturonase induction on xylan media could be due to acidic side-chain residues (present in higher
amounts in hardwood xylan used). which could be released by enzymes from the hemicellulolytic comples
as oligogalacturonides of different size (Perley and Page 1971; Poutanen et al. 1991: Ferreira-Filho 1994)
On the other hand, it has been suggested that some microorganisms can produce low levels of basal con-
stitutive activities that degrade the polymeric substrate (Aguilar and Huitron 1990): however, the activity of
these enzymes detected in the media does not correspond to the basal level found

Table L. Products™ of enzsame hydrolysis of agnculiueal residues

Corn husk Orange bagasse

Time. h
Products Reducing sugar. ¢l Products Reduciny sugar w0l

Gile 1 3L Grlu
Gle, Nl 0383 Gle Nl
(SIS I on Gl Nl
Gle, X 13 Gleo Xl GalllA
Gle, Nyl 20 Gle, Xal GalllAa
Gle. Nyl 120 Gle, Xl GalllA

- T 1 .
TGalUA = galacturomie aad. Gle - glucose, Nal - avlose
£ 13 b 3

The physico-chemical characteristics of the enzymes studied were similar 1o other polysaccharide
depolymerizing enzymes of fungal origin (Saha and Bathast 1996; Soares ez al. 1999: Gunata and Vallier
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1999: Manzanares ef al 1999): different properties were described for enzymes from Aspergilus niger
( Bailey and Pessa 1990)

The pH optima of € naequlis 11.1 enzyme activities were in a wide pH range (70 %o activity at
ph4-6). Ther stabilis was high in ptl 4-8 (less than 25 % denaturation). except for 3-xvlosidase which
=xhibited stability in only a narrow range (pH 4-5). These properties. associated with a hieh optimum tem-
perature. and a high thermoresistance, are very important for prospective industrial applications

Complex agricultural residues (substrates in which bonds of different strength among cellulose,
hemicellulose and pectin are present) requires the concerted action of different enzymes for successtul
devradation (glucose and xylose as products demonstrate efficient degradation of lignocellulosic materials).

Despite cellulolytic and xylanolytic activities, the presence of B-glucosidase and cellulase contribu-
tes to the hydrolysis of cellulose as has been reported earlier for the enzymic digestion of lignocellulosic
residues (Sternberg et al. 1977; Dekker 1986). Cellulase digestion has been performed by the additi n of
exogenous f-glucosidase, resulting in increased costs of saccharification itself (Dekker 1989, 1994) There-
tore, any microorganism that produces cellulase and B-glucosidase would be advantageous for biotechno-
logical applications.

This work was supported by grants from the Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, Brasil
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Abstract—f-Glucosidase and B-xylosidase production by a yeastlike Aureobasidium sp. was carried out dur-
ing solid-state and submerged fermentation us..ig different carbon sources and crude enzymes were character-
ized. B-Glucosidase and f-xylosidase exhibited optimum activitics at pH 2.0-2.5 and 3.0. respectively. These
enzymes had the maximum activities at 65°C and were stable in a wide pH range and at high temperatures.

Production and characterization of microbial degra-
dative enzymes has important practical implementa-
tions. These are obtaining new enzymes to be used in
commercial applications and new information that
allows more effective use or improvement of microbial
cultures. Many microorganisms, including fungi, bac-
teria, and actinomycetes, produce enzymes that are
capable of degrading plant cell walls, fulfilling an
important function in the decomposition and bio-
geochemical cycling of biomass [1].

In addition, the use of these enzyme preparations as
processing aids has become common practice in fruit
juice and wine production [2]. In winemaking, flavor
compounds play an important role. Monoterpenes are
important constituents of the flavor of grapes, as are their
fermenting products (wine) [3]. The study of these com-
pounds has demonstrated that, besides a free volatile
fraction, they naturally exist as nonodorous and nonvol-
atile glycoside forms. In general, glycoside forms are
more abundant than free ones [4]. The aromatic potential
is naturally revealed during fruit maturation by endoge-
nous B-glucosidases [5). Since these enzymes have low
activities and cannot release the whole aromatic poten-
tial, the use of exogenous B-glucosidases in winemaking
has been proposed in order to increase the amount and
quality of the flavor [3, 5, 6]. However, the enzyme used
in this application should be active at low pH and stable
in the presence of ethanol [7].

The yeastlike Aureobasidium genus has been recog-
nized as a producer of a number of products of indus-
trial importance. A. pullulans is an excellent producer
of amylases, xylanases, B-glucosidase (8], and pecto-
lytic and -mannanolytic enzymes [9, 10].

! This article was submitted by the authors in English.

This study sought to investigate the production of
B-glucosidase and P-xylosidase from the yeastlike
strain of Aureobasidium sp. isolated from orange juice.

Some physical and chemical characteristics of these
enzymes produced in media with specific substrates
and agricultural residues were studied.

MATERIALS AND METHODS

Microorganism. The yeastlike strain used in this
study was isolated from orange juice processing waste
and maintained on PDA (potato dextrose agar-oxoid)
slopes as a stock culture. The genus was identified
according to de Hoog [11].

Cultivation of the microorganism and enzyme pro-
duction. Production of enzymes by solid-state fermen-
tation (SSF) (moisture content, 67%) was carried out
using a 250-ml Erlenmeyer flask containing 5 g of
wheat bran and 10 ml of a nutrient solution containing
0.3% (NH,(),SO,; 0.15% KH,PO,; 0.02% MgSO,.
0.05% Ca0; 0.02% ZnO; 0.27% FeCl, - 6H,0; 0.01%
CoCl, - 6H,0; 0.01% CuSO, - 5H,0, and 0.003% H,BO,.
Sterilized medium was inoculated with 10° cells per
gram of wheat bran and maintained at 28°C. The culti-
vation was carried out for 192 h. At 24-h intervals, the
solid fermented material was mixed with 25 ml of dis-
tilled water (an equal volume of the SSF medium),
stirred, filtered by vacuum, and centrifuged. The super-
natant was used as a crude enzyme solution.

Submerged fermentation (SmF) was carried out
using 125-ml Erlenmeyer flasks containing 25 ml of
liquid medium composed of 1% carbon source (xylan
or citrus pectin) and the nutrient solution described above.
The medium was inoculated with 10° cells per milliliter of
the medium, and the cultures were grown in a rotary
shaker (150 rpm) at 28°C. The biomass produced by
SmF was scparated by centrifugation at 10000 g for

- 0003-6838/02/3506-0549%27.00 © 2002 MAIK “Nauka /Interperiodica”
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Fig. 1. Production of enzymes by Aureobasidium sp. during
SSF using wheat bran as a substrate at 28°C. (/) P-xylosi-
dase; (2) B-glucosidase.

20 min. The cell-free medium was used as a crude
enzyme solution.

Enzyme activity measurements. The [B-xylosidase
activity was measured by the release of p-nitropheno!
from p-nitrophenyl-B-D-xylopyranoside (Sigma) used
as a substrate in a mixture containing 200 pl of 0.1 M
sodium acetate buffer (pH 3.5), 50 pl of a 2 mM sub-
strate solution, and 100 pl of crude enzyme. The reac-
tion was stopped with 1 ml of 2 M Na,CO,, and the
B-nitrophenol released was quantified spectrophoto-
metrically at 410 nm. The B-glucosidase activity was
assayed in the same way as the B-xylosidase activity but
using B-nitrophenyl-B-D-glucoside as a substrate. One
enzyme unit was defined as the amount of enzyme
which released one pmol of p-nitrophenol per minute
under the assay conditions.

. Enzyme characterization. The crude enzyme solu-
tion obtained in SSF at 28°C for 120 h using wheat bran
as a substrate was used for enzyme characterization.

Optimum pH and temperatures for enzyme activity.
The enzyme activity was measured at 40°C and differ-
ent pH values obtained by the use of different buffers: gly-
cine-HCI (pH 2.0-2.5), sodium acetate (pH 3.0-5.0), cit-
rate-phosphate (pH 5.0-7.0), Tris-HCI (pH 7.0-8.5),
and glycine-NaOH (pH 8.5-11.0). The optimum tem-
perature was determined in experiments with incuba-
tion of the reaction mixture at temperatures from 35 to
70°C and optimum pH.

Thermostability. The enzyme solution was incu-
bated at different temperatures (10-70°C) for 1 h
at pH 5.0. An aliquot was taken and placed on ice before
assaying the residual enzyme activity at optimum pH
and temperature.

pH stability. Crude enzyme preparation was dis-
persed in 0.1 M buffer solutions at pH 2.0-10.5 using
the Mcllvaine buffer (1 : 1) and incubated at 25°C for
24 h. An aliquot was assayed for the remaining activity
at the pH and temperature optimum for the enzyme.

APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY
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RESULTS AND DISCUSSION

Enzyme production during SSF. The yeastlike Aure-
obasidium, when grown in a medium containing wheat
bran, produced B-glucosidase and B-xylosidase (Fig. 1).
Enzyme production during SSF was analyzed for 7 days.
The B-xylosidase and B-glucosidase activitics were the
highest after 168 h of cultivation.

B-Glucosidase and B-xylosidase production were
high (0.5 and 0.6 U/ml, respectively) compared with
levels reported for Aureobasidium pullulans and species
of Pichia, Hanseniaspora, and Zygosaccharomyces
[12-14]. However, high rates of B-glucosidase produc-
tion were reported for Pichia kodamae and P. mississip-
piensis (2.59 and 2.53 U/ml, respectively) [15]. The
comparison of the amounts of enzymes produced by
different organisms is not absolutely adequate, because
the culture conditions were different. Neverthele<s,
these data may be used as a rough estimate of the poten-
tial of the strain for enzyme production.

Several yeast genera have been reported to be
B-glucosidase producers [16], although B-xylosidase
production is usual in many filamentous fungi (17} and
has been described only in a few genera, such as the
yeastlike Aureobasidium and Trichosporon [18, 19].

Enzyme production during SmF. The time course of
enzyme production in liquid media was studied. When
1% citrus pectin was the only carbon source,
B-glucosidase production reached maximum values
(0.16 U/ml) after 120 h of cultivation and no B-xylosi-
dase activity was detected (Fig. 2).

When xylan was the carbon source, both enzymes
were produced. The yeast produced the highest quan-
tity of B-xylosidase (0.22 U/ml) after 120 h of cultiva-
tion (Fig. 3). The peak of p-glucosidase production
(0.18 U/ml) in this medium was obtained after 72 h.

The B-glucosidase activity was detected in all of the
media used, and the experiments with glucose as the
only carbon source also indicated the presence of this
enzyme after 120 h of cultivation of the Aureobasidium
sp. strain (data not shown). Although further studies are
necessary, we can already suggest the presence of a
constitutive B-glucosidase.

The presence of B-xylosidase secreted by Aure-
obasidium contrasts with data on many microorgan-
isms in which these enzymes remain cell-associated
[20, 21], though a somewhat different situation was
found in Aureobasidium pullulans, where a consider-
able quantity of PB-xylosidase was secreted into the
medium [22].

The solid-state fermentation system ensured a
higher enzyme production rate compared to submerged
fermentation, provided that th.e volume of distilled
water (25 ml) used for extraction of the solid fermented
material was the same as in the SmF.

Crude enzyme characterization. Characterization of
the B-glucosidase and xylosidase activities in the crude
enzyme solution obtained from Aureobasidium sp. cul-
Vol. 38
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Fig. 2. Production of B-glucosidase by Aureobasidium sp.
during SmF using pectin as a carbon source.
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Fig. 4. Effect of pH on the activities of (/) B-xylosidase and
(2) B-glucosidase produced by Aureobasidium sp. during SSF.
The enzyme activities were measured at 40°C, Buffers: gly-
cine-HCI (pH 2.0-2.5), sodium acetate (pH 3.0-5.0), cit-
rate-phosphate (pH 5.0-7.0), Tris-HCI (pH 7.0-8.5), Tris—
glycine (pH 8.5-11.0).

tivated on wheat bran was carried out. B-Glucosidase
had an optimum pH of about 2.0-2.5 and B-xylosidase,
an optimum pH of about 3.0 (Fig. 4). The optimum
temperature for the activity of these enzymes was 65°C
(Fig. 5). B-Glucosidase was stable in a large pH range
(2.0-10.5), retaining 75% of its activity at pH 11.0.
B-Xylosidase was more sensitive; it was stable at
pH 3.5-7.0, retaining 80% of its activity at pH 8.5 (Fig. 6).
When kept at 40°C for 60 min, the activity of
B-glucosidase was 95% of the initial level, and 80% of
its activity was retained at 50°C. B-Xylosidase retained
100 and 75% of its activity after 1 h at 45 and 65°C,
respectively (Fig. 7).

B-Glucosidase and B-xylosidase from Aureobasid-
iwm sp. displaved maximum activities at more acidic
pH than those optimum for other yeasts. These enzymes
from fifteen veast strains studied by Saha and Bothast
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Fig. 3. Production of enzymes by Aureobasidium sp. dur-
ing SmF using xylan as a carbon source. (/) B-xylosidase;
(2) B-glucosidase.
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Fig. 5. Effect of temperature on the activity of (/) B-xylosi-
dase and (2) B-glucosidase produced by Aureobasidium sp.
during SSF. pH 2.5, 3.0, and 4.5, respectively.

(15] had optimum pH values varying from 4.5 to 6.5.
pH optimums of the B-glucosidases of Debaromyces
hansenii [23), Candida peltata (24), Zygosaccharomy-
ces bailit [13), Aureobasidium sp. [25]), and A. pullu-
lans [12] also fall within this range. B-Xylosidases of
many yeasts have also been reported to have acidic
(4.5-5.0) or neutral (6.5-7.5) pH optimums [14].

Crude Aureobasidium enzymes demonstrated opti-
mum activitics and stabilities at high temperature. This
information is important, because it means that these
enzymes have industrially valuable characteristics. The
main impediments to the exploitation of commercial
enzymes are their yield, stability, specificity, and the
cost of production. New commercially important
enzymes with desired biochemical, physical, and
chemical characteristics and a low cost of production
must be the focus of research.
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Fig. 6. Stability of (1) B-xylosidase and (2) B-glucosidase
produced by Aureobasidiur: sp. versus pH. The residual ac-
tivities of P-xylosidase and B-glucosidase were assayed at
optimum pH and temperature.

%e
100

80

60

40

1 1 A 1

35 40 45 50

Fig. 7. Stability of (I) B-xylosidase and (2) B-glucosidase
produced by Aureobasidium sp. versus temperature. Crude
enzyme was incubated at various temperatures (10-70°C)
for 1 hat pH 4.5. An aliquot was tested for the remaining
activity at optimum pH and temperature.

B-Glucosidase and B-xylosidase have been used in
enological applications (for releasing glycosides from
monoterpenes) [26]. The action of the B-glucosidase and
B-xylosidase of Aureobasidium in acidic pH (2.5 and 3.0)
could be of interest for this process, because the usual
pH range in winemaking is 3.0~3.8 [3]. Their optimum
activity anu high stability at high temperatures make it
possible to avoid the undesirable growth of mesophilic
contaminants in industria! applications.
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CHARACTERIZATION OF A CELLULASE-FREE XYLANASE PRODUCING
BACILLUS SP FOR BIOBLEACHING OF KRAFT PULP

Valquiria Barco Tavares. Eleni Gomes. Roberto Da Silva®

Laboratono de Bioquimica dos Processos e Microbiologia Aplicada. IBILCE. Universidade Estadual
Paulista. Sdo José do Rio Preto. SP. Brazil

ABSTRACT

Application of the xylanase in the pulp bleaching process has been shown to be
effective in decreasing the amount of chlorinating agents in the process and improving the
brightness ot the pulp. The use of thermostable cellulase-free xylanase might enhance both
the technical and economic feasibility of the process. In this work an alkalophylic strain
of Bacillus sp 77-2. was isolated which showed a high production of xylanase and free
cellulases. The xylanase of Bacillus sp displayed an optimum pH of 6.0 (with 70% activity
at pH 9.0). an optimum temperature of 60°C, pH stability in the range 5-10 and thermal
stability of 50°C. These charactenistics are imporant to the kraft pulp bleaching because
they are similar 1o those found in the industrial paper environment.

Key words: xylanase. kraft pulp. biobleaching

Introduction

In the manufacture of paper. kraft pulp is
traditionally prepared using chlorine bleach to oxidize
and remove lignin to acanieve better product
brightness. This process releases chlorine compounds
that damage the environment. Consequently attempts
have been made to remove or reduce the chlorine
levels that are used in this process (2). Cne of the
approaches for reducing environmental pollution is to
use enzvmes in the bleaching. Application of xylanase
in the pulp bleaching process has been shown 10 be
effective in decreasing the amount of chlorinating
agents needed and improving the brightness of pulp in
the bleaching by totally chlonne free (TCF) process
(7). The xvlanase applied to the pulp needs be free of
cellulases. which degrade the cellulose. decrease the
viscosity leading to reduced vields. Xylanases
produced by mesophilic fungi or bacteria. however are

not thermostable, resulting in low hydrolytic
efficiencies. The use of thermostable xylanases at high
temperatures over prolonged periods of time might
enhance both the technical and economic feasibility of
the hydrolysis process (4). leading to a cost effective
and a more environmentally acceptable process.

Materials and methods

Culture medium. The screening of microorganisms
was made in nutrient medium. pH 9.0, as described by
Horkoshi (3): 1% beef extract powder. 1% peptone.
1% NaCl. 0.1% KH2POs. 0.5% Na:CO: Corn suraw
was used as a carbon source. replacing the filter paper
(5). The production medium (3) was utilized having as
carbon source 1% xylan (Birchwood - Sigma).

Screening of microorganism. Approximately | g of
compound. culture soil or forest decayed wood was
inoculated into test tubes containing 10 ml of

Comesponding author. Maiims addeess TRIECE /7 UNFSP. Constovio Colombea, 2265 CFP T30A-000. S fose do Rio Prew. s

Hrasi Bl dasilvat oz imloe unespobr

AVA
AVAYAY
\

4 5 6 17 Eunesp“

12 13 14 15 16 17 18 19



cm

V.B. Tavares er al.

screening medium and incubated at 30°C ror 120
hours. The culture was then inoculated on plates with
same culture medium containinz L 3% bactznolozical
agar. and incubated at the same temperature. The
colonies were subsequently streaked out anc
transferred to slant cultures. Isoiated alkaiophilic and
thermophilic microorganisms from the siant cultures
were inoculated into 20 ml of the same medium
without agar 1n 125 ml Erlenmever flasks and
incubated at 50°C with shaking at 150 rpm. After 48
hours the bactzrium was harvested by centrifugation
at 6000 ¢ and <4°C for 20 min. The free cell solution
was assayed for enzvmatic activity,
Microorganism. rhe taxonomic studv of strain
isolated was made until the genus (Bacilluy sp 77-2)
according to the Bergey's manual of determinative
bacteriology (8).

Enzyme production by submerged culture. To
determine the growth curve and maximal enzymatic
production. the Bucillux sp 77-2 was inoculated in five
125 ml Erlenmever flasks comainig 20 ml of
production medium and incubated at 30°C with
shaking at 150 rpm. Each day the contents at one flask
was centrifuged. as noted above. and the enzymatic
activities (xvlanase. carboximethyl cellulase and
avicelase)r were determined in the cell free
supematant,

Enzymatic activity determination. The activities of
wvianase (1.4-B-D-xvlan xvianohvdrolase. EC
3.2.1.8). carboxvmethyl cellulase or CMCase
tendo-1.4-f-D-clucan glucanohvdrolase. EC 3.2.1.4
and avicelase (exo-1.4-B-D-cellobiohydrolase. EC
3.2.1.91 were assaved by incubating 0.1 ml of
appropriately diluted enzyme with 0.9 ml of solution
containing the respective substrate, xvlan (Birchwood
- Sigma). carboxvmethyl cellulose (Siema-C3678)
and or avicel (Merck), preparcd in 0.1 M acetate
buffer. pH 5.0. After incubation at 60°C for 10 nun.
the reducing sugars released were assaved
colorimetrically by the addition of | ml of
3-5-dinitrosalicylic acid reagent (6). One unit of
xvlanase activity was defined as 1 pmole ol xvlose or
elucose equivalent released per nunute.

Optimum pH. The optimum pH was detzrmined by
incubating 0.1 ml of enzyvme and 0.9 ml of buffers.
adjusted 1o nitial pH of 3.0 10 11.0. containing
Birchwood xvlan (0.5%) The buffers used were:
sodium acetate buffer, pH 3.5 - 3.53: Tric-HCl buffer,
pH 6.0 - 9.0: Glv-NaOH butter. pH 9 3 - 103, After
imcubavon at 60°C ror 10 min and tne releasec
reducing sugars were assaved as Gescriped above

unesp
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pH stability. The effect of pH on the suability of the
vvlanase was studied by incubating the enzvme.
withcut substrate. with bufrers covenng a pH range ot
332103 (as used for opumum pH dzterminations)
After treatment for 244 hours at room temperature. at a
aiven pH. the residual enzvmauc acuvity was
determined.

Optimum temperature. The opumum temperature
was determined by perfornung tne standard reaction
for 10 min. over a temperature range of 45 to 80°C.
Thermal stability. The erfect of elevarted iemperature
on the enzyvine was accomplished by incubaung 0.1 ml
of the enzvme at 43 1o 80°C for | hour. After treatment
the residual activity was assaved.

Xylan hydrolysis. The hvdrolysis of xvian
(Birchwood-Sigma) by crude xvlanase was assessed
using 0.1 ml of crude enzyvme and 0.9ml of xvlan
0.1 M acetate buffer. pH 35.0. This mixture was
incubated at 60°C for 5 10 180 min.. and the reaction
stopped by boiling for 10 min. The products of this
reaction were identified by paper chromatozraphy
using xvlose. xvlobiose. xvlotriose. xvlotetralose and
glucose as standards.

Hydrolysis of pulp. The crude xvlanase was used to
hvdrolyze kraft pulp derived trom eucalypius
(Champion Paper and Cellulose Lid.. Mogi Guagu.
Brazil). A 1% pulp was prepared m 0.1 M acetawe
buffer and 9.0 mi of this was incubated with | ml ol
the enzvme at 60°C for | 10 4 hours. The enzyme was
inactivated by boiling for 10 mun. and the sugars
released were identificd by paper chromatography as
above.

Hydrolysates identification. The hydrolysates
identification was realized by descendent
chromatography (9). Samples (20 ph were spotted
onto Whatman =1 filier paper developed with ethyl
acetateisopropanol/water (6:3:1). The hydrolysis
products were visualized with silver nirate.

RESULTS AND DISCUSSION

Screening of microorzanism. Out of 117 samples
collected. fifteen microbiai cultures were 1solated by
the above techmiques. Besiaes this. was selected one
strain (77-2) of alkalophnilic and thermophihic
bacterium with growtn at 43°C and pH 9.0 tha:
produced high levels of xylanase activity witn
neeligible CMCase ang avicelase acuvity The
1solated bacteria was a Gram posiuve, rod. formed

subtermuinal spores in a distznaed veceiauve cell. arew

1N acrobic conditions ange vroducee catalase. On e
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basis of these characteristics the bacterium was
classified in the cenus Buciiluy (8). and denominated

-

Bactliuy sp 77 we '\
Enzymatic production. Measurements of the enzvme i

acuvity and cell growth at a number of time intervals
are shownin Fig. | The maximum level of cell growth
was observed at 48 hours. coinciding with the
maximum level of production of xvlanase. which then
decreased. Tne CMCase and avicelase activities were
low and oscrilated.

Enzymatic characteristics. The optimum pH and
opumum reaction temperature of the xvlanase was 6.0
and 70°C. as shown in Fic. 2 and 3. Fig. 2 shows that
the enzyme lost stability below pH 5.0, but maintained
stability at alkahine pH. This xvlanase was inactive at
above 50°C. as shown in Fig. 3. Activity and stability
of the xylanase at higher pH and temperature is
expected 1o ancrease its suitability for application in - Hydrolysates idcntiﬁcatiqn. The products of xvlan
the paper and pulp industry (1), hvdrolysis by Bacilluy sp 77-2 are shown in Fig. 4.
Xylotriose and xylobiose were obtained after 3
minutes of hvdrolysis. and xylose was detectable after
| hour of hvdrolysis indicating activity of ¢ndo and
exoxvlanase in the crude supernatant (Fig. 4 A). The
main product of pulp hvdrolysis found was xvlobiosc.
with xylose found in a smaller quantity (Fig. 4 B). In
both cases glucose production was not detected.
indicaung that cellulase was not produced (Fig. 4 C).
This i1s very important because the presence of
cellulase degrade cellulose leading to a decrease in
viscosity and yield. These enzymatic propertics
Tog iraaras indicated that the Bacillus sp 77-2 crude xylanase is
suitable for applications in pulp improvement.

Figure } - Optimum iemperature and stabalitv iemiperature ol
Baciltus ~p 77-2 crude xylanase

cad oty (Aa B4

Figure 1 - Cell srowth and ensvime production by facillus SRR
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RESUMO

Caracterizagio de uma xilanase. livre de
celulase. produzida por Bacillus parao
biobranqueamento da pasta kraft

A aplicagio ¢z xilanase no estagio de
Figure 2 - Ontumum pH and st pH ol fin, o - - . branqueamento ca pasta kraft tem mostrado ser um
AN ChciEnle mero de gecrescer 0 consumo a2 cloro ne
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Figure 4 - Products ol aylan and pulp tudrolyses by Bocrllios sp 7722 xvlanase P = candard. Moo= aviose, N = avlobiose, Nt = wvlonose,
Moo= wwloieiranse, G o= slucose, HX = hvdmlvse ol svlan, HP = hvdrolvse ol pulp

processo ¢ de aumentar a alvura final da pasta
branqueada. A xilanase para ser aplicada a pasta deve
ser termostdvel e livre de celulase. Neste trabalho uma
linhagem de Bucillux sp 77-2 alcalofilico ¢ termofilo
foi isolado ¢ selecionado por apresentar alta produgio
de xilanase livre de celulase. A cnzima apresentou pH
otimo de 6.0 (com cerca de 70% desta atividade em
pH 9.0). temperatura 6tima a 60°C. pH de estabilidade
entre 5 ¢ 10 e foi estavel a temperatura de 50°C. Estas
caracteristicas sio importantes para o branqueamento
da pasta kraft. uma vez que sao similares aquelas
encontradas no ambiente de polpagdo industrial.

Palavras chaves: xilanase. pasta  kraflt,
biobranqueamento
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Abstract

In this work. a 37 factoral design was performed with the aim of optimizing the culture conditions for xylanase production by an
alkalophilic thermophilic strain of Bacillus circulans, using response surface methodology. The variables involved in this study were
xylan concentration (.\'}). pH (X3) and cultivation time (.X;). The optimal response region was approached without using paths of
steepest ascent. Statistical analysis of results showed that, in the range studied. only pH did not have a significant effect on xylanase
production. A second-order model was proposed to represent the enzymic activity as a function of xylan concentration () and
cultivation time (X3). The optimum xylan concentration and cultivation time were 5 ¢/l and 48 h, respectively. Under these
conditions. the model predicted a xylanase activity of 19.1 U/ml.
¢ 2002 Elsevier Science Ltd. All rights resened.

Kevwords: Bacillus circulans : Xylanase: Experimental design: Optimization

1. Introduction

Xylan is the main  hemicellulosic  polysaccharide
found in plant cell walls and is composed of a backbone
chain of B-1.4-linked xvlosyl residues and short side
chains of arabinosyl. glucoronosyl and acetyl residues
[1]. Xylan represents a significant resource of renewable
biomass and comprises up to 20-35". dry weight of
wood and agricultural wastes. For most bioconversion
process. xvlian must first be converted to xvlose or xylo-
oligosaccharides [2]. Nvlanase (endo-!.3-f-xyvlanase)
and fB-xvlosidase (f-v-vvloside xyvlohyvdrolase) the main
constituents of the vyLnolyvtic enzyme system, convert
this polysaccharide o o more readily fermentable
torm [3]. Interest m aafanases has imereased over the
last vears mainly due to the apphication of these enzymes
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in paper industries for pulp treatment, improving the
effectiveness of conventional bleaching chemicals [4.5].
Xylanases can also be used in fruit juice and wine
clarification [6.7). Most of the reports concerning
xvlanases deal with the purification and characterization
of these enzymes. On the other hand. studies regarding
to optimization of culture medium and culture condi-
tions for the production of xylanases are still few in the
scientific literature. For development of good fermenta-
tion some parameters should be optimized according to
the limits of the process. such as pH. temperature.
substrate concentration. cultivation time and aeration.
Much information can be obtained using experimental
designs based on statisucal principles. performing a
minimum number of experiments (8] Diferent statis-
tical designs for medium optimization regarding syla-
nase production hanve been reported. among which
factorial experiments and response surface methodology
(RSN are included [90 1T These are uselnl technigues
tor approaching the region of optimum response [12].
RSM s a0 model, consisting of mathematical and
statistical technigues. widely used o study the eitect of
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severit] variables and to optimize ditferent biotechnolo-
gical process [13.14]. Successful application of factorial
design experiments and RSM 1o enhance sy lanase
production by several microorganisms. mainly fungi
such as Selerativmn rodisie [V Thermomvees lanuginosus
[10). Melanocarpus alhomyees [16] and - Trichoderma
longibrachianen  [17.08] has been reported Studies
regarding optimization of” xylanase production by Bu-
cillus species are less available in the literature [19] and
some of these reports do not cite the use of factorial
designs [20). The present work describes the optimization
of extracellular xylanase production by the alkalophilic
and thermophilic bacteria Bacillus  cirewlans D1 in
submerged fermentation. with the aim of reducing the
costs of this enzvme production.

2. Materials and methods
2.1. Microorganism

Bacillus circulans DI, isolated from decayved wood.
was used in this study. Stock cultures were maintained
on culture medium. which was used for the submerged
culture, added of 1.3 .+ agar, at 4 “C.

2.2. Cultivation meditun

The initial submerged culuvation medium was com-
posed of xylan 10.0 g/l. beel extract 10.0 g/l. peptone
10.0 ¢/I. NaCl 10.0 ¢'l. KH-PO, 1.0 g/l and Na-CO; 5.0
o/l (separately sterilized) [21). For the experiments of
optimization, the cultivation medium was composed of
different concentrations of xylan. also varving the
medium pH and the time of cultivation. according to
the experimental design.

2.3. Shake flask cultivation

The optimization experiments were carried out in 123-
ml Erlenmeyver flasks containing 20 ml of culuvation
medium. Shake tlasks were seeded with inocula, at
initial concentration of 4.0 x 10° cells/ml. which were
incubated for 12 h at 43 C under 150 rev/min on the
initial cultuvation medium cited above. Shake fasks
cultures were maintained at 43 C under 130 rev/min
for 24, 48 or 72 h. according to the experimental design.

24 Enzvie assavs

Nilanase activity was determimed by the dintrosa-
lievlic acid method 2210 measuring reducing sugars
released as xylose siier incubation of (L1 ml o the
enzvime solution w09 mb ool o bichwood avlan
(Sigma) solution (3.0 2)  acetate buller (pH 3.0, 0.1
Myat 6o
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s defined as the amount ol enzyvme releasing | pmol of
reducing sugar equivalent per minute under the assay
conditions. ~

h ]

2.5 Expermental design

A S
determine the optimal conditions for the production of
xilanase by B eireulans D10 The dependent variable
selected lor this study was the enzymic activity, cx-
pressed in U/ml, and the independent variables chosen
were \vlan concentration. medium pH and cultivation
time. The range and the levels of these variables are
given in Table 1.

factorial desien was performed in order 1o

2.6. Statistical analvsis

STATISTICA. (version 5.0) software from StatSoft Inc.,
was used for regression and graphical analysis.

3. Results

Based on earlier studies, xylan concentration, medium
pH and cultivation time were identified as the major
factors affecting xylanase production by B. circulans
DI. In the present work, these variables were statisti-
cally optimized with the help of a 3% factorial design
using RSM. The experimental design and the results are
shown in Table 2. The highest xvlanase activity (22.45
U/ml) was observed at run number 12. where the factors
xylan concentration, pH and cultivation time were used
at their levels intermediary (7.5 @/l). smaller (8.0) and
higher (72 h). respectively. This activity was 5.5-fold
higher than that observed at run number 25, where the
related factors were used at highest levels for .Y, and X
and lowest for X;. Table 3 shows the regression analysis
for this experiment. presenting the estimates and hy-
pothesis tests to the coefficients of regression. At the 5%
probability level, the linear and quadratic coefficients of
X: (cultivation time factor). and the coefficient ol the
interaction .\.Y: (xvlan concentration and cultivation
time) were found to be significant. The mathematical
model representing the xyvlanase activity () in the
experimental region studied can be expressed by Eq. (1).
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Table 2
Experimental design and resalis oi the 3 factonial do- o
Nalatase aniis - I

Run nuiaber Conded levels

\ . Oivenaa Pradicied

1

16 20

1351

-

17004

£ LF

673

2133
IN0O3

‘f‘ k4

1%.63

-1 2243
- | X n
) [8.73
-1 17.04
-1 4750
0 1836
-1 1897
-1 559
n 1873
-1 19102
-1 444
0 17.64
+1  16.60
-1 4.03
n 17.14
+1 1793

Table 3
. . - -l -
Results of regression analysis of the 3 factonal design

T-statistic P-value

Term Coellicient

200943
—1.396
— 103823 ~1.179 023
-1 35] —.870 103960
TN 1132 W 28T
(Y| 14 207 0000
nin*

nls6

- 3373 —-8416
nnx7?’

1NN

Intercept 18225
z R R

X —~1.362

~ 0,630 ~1.379
I 231 2533

(IR | (132 G

S Statstically sizmdicant ar vE o contfidence o

F=1822 —0.36x 372y, =123, - g th

The staustucal signilicance ol a second-order model
cquation was evaluated by the Ferest
vartiance (ANOVA) which showed that this regresson
s statistically stgmificant ar 99 . contidence devel. The
model did not show Lack-oi=fie and presesied o Ingh

determination coetlicient (R = 0.92). explaizing 92 of

the variability in the response (Table 4).

1 2 3 4 5 6 7
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Ihe response surtace deseribed by the model equation
(91 o estimate xvlanase actuvity over independent
variables syl concentration ¢V and cultivation time
tX s shown i Fires T There s o rather broad plateau
region over which the enzyme activity changes relatively
hittle when awlan concentration s vaned. Nvhnise
activities pracuecally adentical were observed in 'c:\pur:—
mental runs when the Factor celuvation time was used as
AN or 72 heoidependently e the vl concentration
u~ed. The production of aylanase reaches a peak i the
region of levels 07 and < 17 for the factor cultivation
tme and the level *0° tor the iuctor \wlan concentration,
respectively (Fig. 1), As observed. the pH o the range
studied (8.0-9.0). did notinlluence ayhinase production
and 1t was maintained around 9.0

Based on the model obtimed. the opumal working
conditions were defined to attain high xylanase activity
minimizing the xylan concentration and the cultivation
time. Thus, the point assigned as optimum corresponded
to 3.0 g/l of xvlan concentration and 48 h of cultivation
time. Under this condition. the model predicted a
xvlanase activity of 19.1 U/m! being possible a variation
ol 17.5-21.1 U/ml.

4. Discussion

Over the last few decades. even though several papers
recarding optimization of xvlanase production have
been reported. little information about the optimization
ol this enzyme production by submerged fermentation.
using Bacillus species. is available in the scientific
literature. Some of these studies with bacteria have not
reported the use of statistical designs [23.24].

B. circulans D1 is a good producer of thermostable
cellulase-free xvlanase. From the 37 factorial experiment
a response surface wias given and indicated that. after a
period of incubation. xylanase production does not
increase, even though a high xvlan concentration is
used. The highest enzyvme production (2245 U/ml)
achieved with the 3" factorial desien was approximately
313" higher than production on the initial medium.

Different statistical experimental designs were com-
bined by Pham et al. [19] with the aim ol optimizing a
culture medium for the production of xyhinase by
Bacilluy sp 1-1018. The xyken casein hydrolysate and
NuCl concentration were optimized by means ol surlee
response. The optimum  comiposition of the nutrient
medium was determined and ound io be 310 2 avdan,
194 o/l casein hyvdrolyvsate and 0.8 /I NaCL The highest
viianase production observed wase appronmately. 131
Ul The cultivation of Bacidlus sp 11018 0 the
opimized medium resulied 0an increase of 133 on
wanase production, compa:cd to the imitial mediem

Surtace response methods were abo esed 1o opmize
aculture medium with regard oy Limase production by

AVA
AVAVAY

Eunespw 12 13 14 15 1e 17 18 19



cm

Table 4

Capitulo I

Analysis of varianee LANOVA) for the model regression representing Xy lanase activn

Source 5SS DI
S007 4
6Hin 7003 o

Maodel
Residual

Total teorr s 8T N

AY Feratio P alue

208 295 6374 =100

312275

RS =092 88, sum ol squares: DEC deerees of Treedom: MS, mean square

PR
[WETIAN Fonaanm DR

Fig. 1. Response surfuce described by the model ¥, which represents
xylanase activity (U/ml) as a function of xylan concentration and
cultivation time.

a Schizophyllum commune strain [14]. The optimum
concentrations of avicel, veast extract and NH;NO;
(73.4. 335 and 1.38 ¢/l. respectively) were determined by
a central composite design. The highest xyvlanase pro-
duction (5.74 U/ml), resulted in an increase of 330%
compared to the initial medium and was reached within
Il days. a very long period of cultivation.

The cultural conditions for thermostable xylanase
production of Thermomyces lunuginosus were studied by
Purkarthofer et al. [10]. An experiment using central
composition was performed to optimize the medium
components concentrations. When the fungus was
grown in the optimized medium (31.2 g/l corn cob,
30.2 ¢/l yeast extract and 5.0 ¢/l KH,PQ,). the highest
xyvlanase production (2.70 U/ml) was observed within 7
days.

In the present work. the increase in xylanase produc-
tion is comparable with those observed by Haltrich et al.
[12} and higher than that observed by Pham et al. [19].
In addition. the highest xy Limase activity was reached in
a shorter time period in comparison 1o those observed
by Haltrich et al. [12] and Purkarthofer et al. [10). With
the present study it was possible to determine the
parameters ol 3.0 ¢/l and 48 h ol cultvation tume as
the better conditions for enzyme production. pH did not
mtluence this production and 1t was lixed around 9.0. It
can be concluded that the study ol opumization of
culture conditions for ayLinase production by B cirdu-
fany D1 acto an inerease of 313" in enzyvme production

1 2 3 4 5 6 7

and a decrease ol 530% of the xylun amount initially
used. These facts are important in making the whole
process economically more feasible, i view of the high
cost ol pure swlan and the ditficulty of its extraction
from vegetable material. as has been proposed from
some agricultural residues. The alkalophilic pH ol the
cultuvation medium and the high temperature used also
reduce the chances of contamination by opportunist
microorganisms.
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Capituio I

Application of crude xylanase from Baciilus ficheniformis T7-2 to the bicaching

of cucalyptus Kraft pulp
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Summary

Alkalophilic Baecillus Licheniformis 77-2

wlinage with nealinibles callilaca
A .
FaAnasg WAl DUZiQibic Coliliass

activity in medium containing corn straw. The effectiveness of crude xylianase on treatment of eucalyptus Kraft pulp
was evaluated. A biobleaching experiment was carried out to compare the chlorine saving with pulp treated and
untreated by the enzymne. Two-stage bleaching was employed, using a ClOs chlorination and NaOH extraction (DE
sequence). With the enzymatic treatment, in order 1o obtain the same value of Kappa number and brightness,
respectively 28.5 and 30% less ClO; was required in comparison to the enzymatically untreated samples.

Introduction

Xylan is the major constituent of hemiceliulose, which is
found in association with cellulose and lignin in piant
biomass. Endo-xylanases (E.C. 3.2.1.8) arc a group of
enzymics that catalyse the hydrolysis of xylans. Xylanase
has potential applications in food industries (Biely 1983:
Beck & Scoot 1994; Classen 1996). but its greatest
potential is in the ficld of biopulping and bleaching of
Kraft pulp in the pulp and paper indusiry (Viikad er oo,
1986; Kulkarni er al. 1599; Beg er al. 2001).

Wood is composed mainly of lignin, hemicellulose
and ccllulose fractions. In the transformation of wood
to paper, the lignin fraction must be eliminated. This
occurs in two stages: the Kraft process and bleaching,
The Kraft process consists of cooking the wood chips at
high temperatures and at alkaline pH. In this process, 2
brown puip is obtained with a residual lignin, which will
be eliminated in the subsequent bleaching process. Most
paper industries have used a bleaching sequence based
on chlorine dioxide (ClO,) and extraction by alkaline
solutions. The ClO; provides an excellent bleaching for
lhc pulp, .md although it is smmﬁcantls l;“ d.mgcmus

wen the
f'mm tion nf absorbable or mn. hi |]m'u1 {x\()\} (Are-
pard & Renberg 1989). In spite ol this, the pulp and
paper industrics are stil facing cnvironmiental and
lepislative pressures 1o find alternative technologies. in
order to reduce the environmental impact of mill
cflluents (Kulkarnt & Raa 1996 Dhillon er al. 2000)

At the end of the Kraft st: sge, when the pH decreases
below 13, xvlan is reprecipitated on the fibre surface

2 3 4 5 6 7

containing the lignin and cellulose. forming a barrier
against the extraction of hgnin. Since Vikari ef al.
(1986) first demonsirated that the use of xylanases can
reduce chlorine bleaching requirements, many indepen-
dent reports have confirmed this fact by using xylanases
from differcnt microorganisms (Kulkarni er al. 1999;
Beg er al. 2001), some of them belonging to Bacillus
genus (Paice er al. 1988; Tremblay & Archibald 1993:
Khanongnuch er al. 1999: Dhillon er al. 2000). The use
of this enzyme in the pulp and paper industry has
become an alternative for bleaching technology, aimed
at the reduction of chlorine in bleaching and conse-
gucntly resulting in a reduction of chloreorganic com-
pounds in the eflluent.

Xylanase bleaching is due to the cleavage of bonds
between lignin and carbohydrate and the opening of the
pulp structure (Paice of of. 1988). muking the pulp maore
permeable for the bleaching chemicals, and I.u.lln.um;;
the subsequent removal of lignin and increasing the
brightness.

Despite the fact that the use ol xylanase has become
well established echnology.
application for pulp pretreatment in some p:per mills

inchuding roports of s

TTITUIN LLYLRRTY: ¢ ool Lase ¢

papers, its use on a large scale in the paper lmhml‘_\
worldwide still faces problems, mainly due 1o the cost
{Dhant‘!" eial. 4.‘.!“‘\}} and some o= Tlivs of the CNZYies

(Garg er ol 1998 Kulkarni ¢r gl 1999). Consideruble
progress has 1o be made with reeard to xalanase yields
and large-scale availability of xvlanase for it to be usd
routinely in existing conditions in the industrinl pulping
medium (Lundgren er al. 1994: Kulkarni & Rao 1996).
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To overcome this. many awhinases trom different or-
paanms have been evahe = tor their ellicieney on puip
m.--'n Seanen and blecch boosimg (KutRanmi er of
o Bey er ol 2000

."\Ilhmmh mamy stidies have been carnied out on the
«in LT

o v b P LR
WL LI R i

Ve pisi

ceporrts have deseribed vy laniases Trom Bue ittus lichersie
forons (A rchana & Sotvanarayan 1997) and no repon
an the bleaching of cucalyvptus Kralt pulp by the use of
alkalophitic Bacillus lickeriformiy exists,

L g previous conminumication we have desenbed an
alkalophihe Bacillus !:'('he-n.-',‘mmr'\ 77-2 that was solated

wd selected for i high production

of cellulase- I'ru ul.ln.m This xylanase was thermosta-
ble and resistant at alkaline pll (Tavares er al. 1997)
Therelore, it was of interest to study the production of
xylanase on low-cost ugricultural residues and evaluate
its potential for biobleaching process.

al
....... P LU

Materials and methods
Chemicals

The Eucalyptus Kraft pulp used in this study was
supplicd by *Champion Paper and Cellulose Ltd.", Mogi
Guacu, SP - Brazil, which had an initial Kappa number
of 13.1. viscosity of 27.9 ¢ and brightness of 32.9 [SO.
Birchwood xyvlan was purchased from Sigma (St Lous.
USA). Eucalyptus xylan was isolated from eucalyptus
sawdust as descnbed by Bicly (1985). All the other
chemicals used were analytical grade and purchased
either from Sigma (St Louis, USA), Merck (Darmstadt,
Germany) or Synth (Diadema, Brazil).

Microorganism and growih conditions

Bucillus licheriformis 77-2 isolated from decaying wood
(Tavares er al. 1997) was identified by "Fundacao Andre
Tosello’, Campinas - SP, Brazil. The bacterium was

grown in alkaline medium, p!l 9 0 cunl;lining 1% beel

extract powder, 196 paptona. 1% NaCl 0.1% KH.PO,,
0.3% NuxCOy (separaiciy :.lcnnnd) 2%0 Carboll sourey,
Twenty nnlllhkr of the medivm. in 13_\ ml Erlenmever
Aasli w ioculited aeeh sl Gl eelle

from 2 cunve of absorbance x numboer of cells.

ousty determined) of a 16 h-old sccd culiure, and
incuhated at 30 °C with shaking at 150 ru ‘min. “\I'tcr

48 b

e (R WL

N ™
...-..u.-..\ Sy Barvasido o

ai =4 C o Zann, The celi-iTee superatani
was used as crude enzyvime solution,

To determune the growth cirve and eneyme proda-
ton ol Bucillus licheniformic 7722 at 24 h antervals,
duphcate eyperiments were conducted and the contents
of two flasks were ceanfuped and the enzyvmane

. . ¥ 1

- . 1] 1 ’ -
dehivilig (b ianis, OMO Tase and Avioctanet were detes

wined o the ecli-iree supernatants of cach flask.
The growth on corn strow was indirecty estimated by

2 3 4 5 6 7
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determination of the cell protemn in washed precipitated
htomuass using the Lowry method.

To optmne the cngyme produciion, experiments on
different carbon sources, agncultural residues such as
corncob, cornstarch, corn straw, eucalyptus brown pulp.
vuvaly piis saw

sl i oarminoe  hasadsd (a0 fibrous
residue of orange peel left over after lhu extraction ol

1., . .

the o }m: ¢ room the orange frunn) were examined. All the
agnculiura! revidues were powdered to a diameter of
1.0 mm. Other carbon sources such as sucrose, xylose,
cucalypius xalan, birchwood xivlan, and glucose were
also used. After 4‘< h of cultivation the bacterium was
Harvestad by o iy st MO a4 S0 o
20 min and lhc ﬁ
CNZYMELTIC activily,

cull solution was assayed for

Enzvine assuys

Enzyme activitics were expressed in international units
(TU). The activities of xvlanase (1.4-f-D-xvlan xylano-
hydrolise. E.C. 3.2.1.8). carboxymethyleelluliase or
CMCase (endo-1.4-f-D-glucan glucanohydrolase, E.C.
3.2.1.4) and Avicelase (exo-1.4-f-D-cellobiohydrolase,
E.C. 3.2.1.91) were assayed by incubating 0.1 il of
appropriately diluted enzyme (to make sure the activity
1s initial rate) with 0.9 ml of a suspension containing
0.5% of the respective substrate. xyvlan (Birchwood -
Sigma), carboxymethyicelivlose  (Sigma-C3678) and
Avicel (Merck). in 0.1 M acetate buffer, pH 5.5, After
incubavion at 60 °C for 10 min the reducing substances
released were assayed by 3.5-dinitrosalicylic acid (DNS)
(Miller 1959). The reaction mixture with Awvicel was
filtered before measurement. Controls were prepared
with enzyvme added after boiling. One 1U of activity
toward the substrate mentioned above was defined as
I pmol of xylose or glucose equivalent relcased per min
under the above assay conditions. by using a xylose or
plucose standard curve.

Experiments on chlorine reduction

Pulps were enzyme trea

wayeroncd
i

[n

Tavares 19973 141U of xvian-

ase per g of Llr) ulp at 4% consistency, pl 6.0, 60 °C.
roi pulps were preated with inactivated

p......;...‘._‘ de

d at the O[HmHmI conditions
0

{
1
(

fx"i' ” Pitiiig. -\:! e L.\;-Ll':nk.lt‘h SOTC

m..duc[*' i plastic bag, Alter eansyme treatment the
pulp was washed with distilled water, filtered and
\IIL.IlJﬂ'thh to about 25% Ll)!l\"»:\?h\.) When not used
Hwas Mored o a plastic bag and rosea i
Jaier l.'“l.'ll'“\.-i] nltul(.l'l]"!.. l““"-[-ll_k ()iL Il_lllnl. Wl
emploved, using a ClO-~ chlonnaton and NaOH extrac-
ton (DB sequesce) Tt was carnied out with o 0%,
coasisteney pulp at various charges of CIOs per 10 g of
puip at o0 “C tor 30 min (Desee & Reeve 1996). The
percetituee of chlorine used in the bleaching process wis
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Xvlanase in Kraft pulp bleaching

represents the content of I'C\idlhﬂ Iiunin in thc brown
nuln o : . The
cium-c‘ c-l' -.hlnnm. d‘.[mnd.\ on ”lL I\.t}tll(u! l\.ipp;l
factor or chlorine mukiple (usually 0014 028, as 1
incresises. the active chlorine usage also tnu;..nca} ThL
L ;
Guianiiy . deierniined ox y-u'iriiclii.jhy, that represenis ilic
u actve chlnrinc divided by the Kappa
ool the pulp (" of OO Keppa number =
F\.:mu factor). The eatraction was carnied out at the
saine consistency pulp with 1.6% NaOH. at 70 °C for
I h. Experiments were carried out with two replicates.,
After the bleaching experimients, the puip sanipies were
washed with distitled water, filtered and suction-dried,
and stored in a plastic bag tor later determination of the
Kappa number and viscosity. For the determination of
brightness, handsheets were prepared under standard-
ized pressure and air dried in a room with standardized
light, humidity and temperature. following TAPPI
recommendations.

Pulp properties

The investigation of pulp properties was carried out
according to TAPPI (Technical Association of Pulp and
Paper Indusiry) Standard Methods. The Kappa number
was determined by the reaction of pulp samples
with acidified potassium permanganate (TAPPI Proto-
col. T-236 OAM-83). The \NLN(} eviluation was carned
aut I.J- dissclving furl.b in ;u;_nun;:\u\dmr ineand b cYy
measuring the ummt_\ with an Ostwald viscomeler
(TAPPI Protocol, T-230 OM-82). The brightness of the
paper sheet was measured by reflectance at 457 nm with
an Elrepho 2000 instrument, aceording TAPPI Protocol,

T-452 OM-87.

Results and discussion
Growil aid enzyme production

For determining the time course of xylanase production.
Bacillus licheniformis 77-2 wis cultivated in a submerged
fow-cost medium using 2% corn straw as the carbon
source at 20 °C. The bactenial growth increased up to
4% h owith a4 maximum biomass of 2.5 mg ml. The
Mlmase production nereased rapidiy from 24 up to
45 howith a maximum xylanase yield of 411U ml.
Mavimum cell bromass and xyvlanase sctivity were
reached by 48 ho and then both started 1o dechne, In
this regard. our result was different from the one
reported by Dhdllon er af. (2000) for 8. circulans. where
anperedse m biomass and sy lanase were ebsenved alter
9o and 22 bl orespectively, The fast decreases i both
\\I;m'nc ncti\in- ;md biomass were surprising. and

ool the fenmentad firoth (Revs
el al. :h“l}} n'.dl-..llul .mlu?)»l\. This is not an unusual
phenomenon (Bailley & Ollis 1986). The population
diminishes as a consequence of random lethal events

Capitulo I
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that oceur in the culture (Bailiey & Ollis 1986). Cellular
frugmentation is commen in death phase, leading 1o o
release of intracellular material, including protease, into
the fermentation brath. Papagianni & Young (2002)
|‘1'l\:: rcpurlui an increase

> in prulem. .llnn" with th Call

pr\'-it‘.i.»c, it would be reasonaibic to |\rc.\m'.'.c fis presence
in the fermentation medinm, as B licheniformis s
proteac-producing (Kwmar & Takagi 1299 However,
this will be clarified later. The CMCuase and Avicelase
activities were negligible under these conditions of
enzyme production (Figure 1).

Production of enzymes on varivus carbons sources

The production of enzymes by Bacillus lichieniformis
77-2 was completely different depending on the sub-
strates used as carbon sources (Table 1). Xylanase
activity was higher when the strain grew on birchwood
xylans (46.47 IU’mg) followed by growing on corn
straw (42.27 1U/ml). Compired with other reports, this
strain produced activity higher than many Bacillus
species described (Esteban er o, 1992; Duarte ef al.
2000) and a similar level of xylanase activity of Bucillus
sp. (Yang er al. 1995), Bacillus sp. AR-009 (Gessesse
1998) and Bacillus circulans AB 16 (Dhillon et al. 2000),
statad to b2 the highast xylanases activities reported to
date. The growth of B. licheniformis 77-2 on simple
sugars (glucose, sucrose and xylose) resulted in Jow
cxtraccllular xylanase activity, Similar results have bee
reported for other Bucillus species (Esteban ¢ al. 1992;
Nakamura et al. 1993; Dhillon ¢t al. 2000). On the other
hand. the use of agricultural residues rich in hemicellu-
lose increased xylanuse production, similarly to ot
reported studies (Esteban er of. 1992; Nakamura ef m'.

—e— Xylanase
—a— Biomass
—&— CMCase
—o— Avicelase

Xylanase (IU/mL)
Blomass (mg/mL)

ChCase and Avicelase (IU/mL)

Time (h)

Freure 1 Lime course of cnevme production. Buclus hichemifornns
77-2 prown on corn straw, at 24 hointenvals the contents of two flasks
were ventnfuged and the enzymatic activitiee were determined i the
celt-ree supernaianis of cach sk The growih was ostimaicd by
determination of the cell protein
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Table 1. Xalunase production by 8 “licheniforms 7722 on various
warbuons sources

CMCaw
(17 mh

Aviwelase

(1L mly

Ny lanase
L mi

Carbuon source

Birchwouod wilan 1647 .55 0.51
Corn cob NINE 0.35 043
Com starch | w7 135 0.4
Comn struw 4327 0.55 0.56
Evcalyptus brown pulp 1637 .55 0 56
Eucalyptus Sawdust [{EX 058 048
Eucalyptus syian M3 .55 047
Glucose 160 0.50 052
Orange bagasse W 24 0.55 0.4y
Sucrose .45 0.56 052
Xylose 1.93 0.55 0.53

Bacillus licheniformis 77-2 grown on indicated subsirates. Aller 48 h
of cultivation the bacterium was harvested and the contents of 1wo
flasks were centrifuged and the enzymatic activities were determined
in the cell-free supernatants of each flask.

The values of enzyme activity (IU'mL) are average of two replicates
at 48 h.

1993: Archana & Satyanarayan 1997; Dhillon et al.
2000). Negligible xylanase activity was observed when
corn starch was used as the substrate.

Activity of CMCasc and Avicelase were negligible for
all carbon sources tested. The use of crude cellulase-free
xylanase is advantageous since it can be applied in the
biobleaching processes without requiring purification.
Contaminating cellulase in xylanase preparation can,
under certain conditions. result in a reduction of fibre
strength (DasSiiva ef of. 1994). Xylan and corn straw
were much better than any other substrate. Based on the
diffcrence of price, corn straw was preferred for the
production of the enzyme.

Biobleaching

Figures 2 and 3 present data obtained on pulp treated
and not treated with enzyme and submitted to the
biciching experiments. The kappa factor wis used for
express the different charges of chlorine active (calcu-
lated in ClO>) used. The lower is the kappa factor, the
lower is the charge of chlorine emissions (as measured
by adsorbab!? organic hzlide, AOX) in the D and E
stages (Russomanno 1998). Xylanase treaiment led to a
decrease in Kappa number and an increase in brizhtness
after the extraction stage. For instance. by fixing the
Kappa factor at 0.20 ¢Figure 2). we observed a reduc-
tion of about 1.5 units in the Kappa number (4.5 for the
untreated pulp against 3.0 for the enryme-treated pulp)
and an increase of about 3.0 units (Figure 3) m the
Lrichiness (64,3 tor the unteeated pulp apainst 395 for
the enzyme-treated puip).

According o Figure 2. when the kappa factor (con-

centration ot chlorine) increases, the Kappa number of

the pulp trected wwith the enzsme decreused  almost
hnearly unul 3.0 units and then, it slowed down and
tended to statilize at 2.0 units.
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¢ Without enryme ” o W:th cn.n,-mc]

Kappa number

2

G i /A GRS S S B PR i S e MR
0.0¢ 0.2 C:4 0.6 013 020 022 024 026 0283 &30

Kappa facior

Figure 2. Effect of chlorine concentration on Kappa number of the
ennyme-treated and untreated Kraft pulp. Conditions were 14 1U of
‘ylun.mc per e of dre pulp an 494 cnmiuc—m-y_ I’H 6.0, ar 3 hat 60 =C
Control pulps were teeated with inactivated enzyme. Bleaching was the
DE sequence. All the experinients were conducted in duplicate.

In this work we were mainly interested in cvaluating
the efficiency of lignin removal by the B, licheniformis
xylanase 77-2, by comparison of the charge of chlonne
reduction in treated and untreated Kraft pulp. Thus.,
one non-conventional bleaching sequence DE, under
typical conditions of Kappa factor (0.14-0.28) and [.6%
NaOH extraction. was followsd afier enzvine wreatnent.
This blcaching sequence, without enzyme treatment.
may result in brightness sround of 55-65 ISO and
Kappa number around of 4.0-5.0 instead of the con-
ventional DED that results in brightness and Kappa
numbers around $5-90 and 2.0-3.0, respectively. How-
ever, various bleaching studies have shown that a very
fast delignification reaction and the majority of the
bleaching occur in the initial chlonine dioxide stage (D).

[ » wthoutenzyme | [ o winenzyme |

Brightness

T . . v i .
018 DI S 024 0 028 03

Kappa Factor

Fesre 3 Bl of chlonne conventicion on Boehiness ol the
cnsyme-treated and untrcated Keatt pugp Conditions were 1410 o
aslanase per g ol dry pulp at 445 consistenes, pH 6 0. for 4 har 60 °C
Control pulps were treated with inactivatzd enzyme. Bleaching was the

I sequence. Al the experiments were conducied g duplcate
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An T-min retention time. with a 0.25 kappa factor.
achieved 849 delignificauen of o 20-min stage (Rus.
somanne [998). Jacobs e al. (1998) have reported an
increase i brightness of enzyme-treated pulp from 52 10
75 83 ISO (depending on the charpge of CLO, used),
afier DE and DED. respectively. It is possible that the
cconomy achicved in the two-stage bleaching may not
be maintained in the three-stape process, however the
cconomy achieved afier DE is a good indicator of the
effectiveness of the ensyme (personal information from
Dr Jorge Colodette).

The enzyme treatment of the Kraft pulp resulted in 2
stgnificant  reduction i chlorine  consumption and
achicved the same parameters of delignification and
brightness. For instance, for a target Kappa number of
3.0, the required Kappa factor would be 0.20 (0.286 g
ClO,10 g of dry pulp) for pulps submitted to the
enzymatic treatment. On the other hand. to obtain the
same value of Kappa number in the control pulp, a
Kappa factor of 0.28 (0.4 g ClO, 10 g of dry pulp)
would be necessary. This difference represents a 28.5%
decrease in the rate of the ClO; used for pulp deligni-
fication.

Compared to the control, the pulp treated with
enzyme was brighter than control after the DE treat-
ment stages (Figure 3). The use of enzyme represented
an average increase of 5.0 units on the brightness. Qur
results indicated that, for a given brightness value, c.g.
of 63, a 0.26 Kappa factor (0.37 g CIO-/10 g of dry
pulp) would be necessary for the untreated pulp. against
0.18 (0.26 g CiO,/10 g of dry pulp) for the enzymatically
treated pulp. This is about 30% less consumption of
chlorine dioxide, necessary to reach this brightness
ceiling. Other authors have reported reductions of
chlorine dioxide in a range of 20-40% (Beg er al.
2001). when the pulp was treated with xylanase. In
despite of knowing the differences in enzyme charge.
condition of treatment and type of pulp used in our
work regarding to published results, we cannot make a
dircet comparison with that data. However, despite the
two-stage bleaching, and also the differences named
above, it is reasonable 1o assume that our result is a
good indicator that B. ficheniformis xvlanase 77-2 is
eflicient for chlorine reduction in biobleaching.

In conclusion. in this study we have shown that
B. licheniformis 77-2 xyvlanase might be considered 1o
belong to the wide group of enzymes able to be used as
bleaching boosting agent. and decreasing bleaching
chemical requirements. The possihility of producing
crude cellubise-free xylanases from untreated agricul-
tural wastes has also been demonstrated in this study,
and it may be eflective i improving the economy of
ensyme production for biobleaching.

The authons are thankful to Champion Paper and
Cellulose Ltd.. Mogi Guagu. SP. Brazil for donating the
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cucalyptus Kratt pulp. to Dr Jorge Luis Colodette from
DEF-LFV for technical assist
iments and FAPESP for financial support.

2 in hleaching evper-
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Capitulo 1

Selegao de Microrganismos Produtores de
Ciclodextrina Glicosiltransferase (CGTase),
Produgao e Caracterizacao da Enzima

The Selection of Cyclodextrin
Glycosylitransferase (CGTase) Producing
Microorganisms and the Production and
Description of this Enzyme

=" RESUMO

Foram iszi2das 60 'nhagens de bactérias aicalolilicas, a partir de amostras de solos
cultivados com produtos hortifruticolas. Quatro inhagens apresentaram alta produgio de
ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase, EC. 2.4.1.151, uma foi identificada como Bacillus sp
H25 e as demais como Bacillus sp subgrupo alcalophilus que foram denominadas de E 16,
H27 e H54. A produgao de CGTase foi avaliada em fermentagdo no estado solido e em
fermentagao submersa. Nesta Ultima mediu-se também o crescimento celular. A fermentagio
submersa produziu maiores niveis de CGTase. Na fermenwagao em estado solido, as melhores
produgbes de CGTase ocorreram no meio composto de farelo de trigo mais farinha de soja e
no meio de farelo de trigo.-As caracteristicas fisico-quimicas das CGTases foram determinadas.
Os pHs étimos revelaram dois picos, sendo um Jcido e outro alcalino. As temperaturas
Gtimas ficaram enrre 60°C e 70°C. A estabilidaue térmica foi avaliada entre 35°C e 55°C e a
estahilidade ao pH Ici avaliadaentre 4,5¢e 11,0

#=SUMMARY

Eighty alkalophilic bacterial suains were isolated from samples of soil which had
produced vegetable and fruit crops. Four strains dispiayed high CGTase acuvity. One was
identified as Bacillt<sp H25 and the others as B3¢iius sp subgroup akalophillus which were
Aamed €16, H27 and H54. CGTase production was studied in both solid state fermentation
(SSF) and submerged fermentation [SmFj. In the latter case cellular growth was also studied.
The production of CGTase in SmF was greater than in SSF In SSF, greater CGTase production
was obtained in the following two mediums : a) wh=at bran plus soy bran and b] wheat
bran. The physical and chemical characteristics of the CGTase were deternined Optimuni
pH presented two peaks: one acid and the other alkall Optimum temperatures were in the
60°C - 70°C range Tnermal stability was in rhe 35°C - 35°C range, and pH stability was in
the 4.5 - 11 range

Regetegn Sm e 2 (6 1072000
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1. INTRODUGAO

As ciclodextrinas (CDs) sao maltooligossacarideos
ciclicos ndo-redutores com 6 a 13 unidades de glicose
iBENDER, 1986, LARSEN et a/, 1998) ligadas entre si, por
iigagoes u-1,4-glicosidicas. As ciclodextrinas mais comuns
sao do tipo u-, - e v- CDs contendo 6, 7 e B unidades de
ghcose, respectivamente. As ciclodextrinas, cujas cavicades
internas sdo hidrofilicas e externamente hidrofdbicas, formam
complexos de inclusdo com uma variedade de substancias,
mudando as caracteristicas fisicas e quimicas da molécula-
hospede. Essa propriedade das CDs tem levado a um aumento
em sua aplicagdo nas industrias de alimentos, farmacdéuticas,
cosméticos, produtos agroquimicos, quimica, piasticos e
outras [ALLEGRE , DERATANI, 1994, BENDER, 1986, PSZCZOLA,
1988, SHUKLA, 1991, SZeJTLI, 1932, SZEJTLI, 1985, SZEJTLI,
1997). A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; EC 2.4.1.19)
€ a enzima qu~ Converte 0 amido ern ciclodextrinas atraves
das reagdes de ciclizagao, acoplamento e despropoicionagao
(BENDER, 1986, TONKOVA, 1998).

Desde a descoberta da CGTase varios microrganismos
foram descritos como produtores da mesma, havendo
predominio do género Baciflus. Outros géneros ja foram
caracterizados como produtores de CGTase entre eles
Micrococcus s ATCC 31606 (STARNES, 1990), Micrococcus
lutewus, Micrococcus varians [ABELYAN er al, 1995), Kilebisiella
oneumoniae M5al [BENDER, 1977, VIHINEN, MANTSALA,
1989), Klebisiella oaytcca 19-i(LEE et o/, 1992),
Brevibacterium sp n°9605 (MORI er al, 1994, MORI et a/,
1995), entre os termofilicos tém-se Thermoanaerobacter sp

TCC 53627 (STARNES, 1990, ZAMOST et al., 1991),
Thermoactinomyces sp INMIA - A-554 e A-561 [ABELYAN er
al, 1995), e Thermoanaerobacterium thermosulfurigenesEM |
{WIND et af, 1995). No Brasil, foram relatados Bacillus lentus
SABIONI, PARK, 1992), Bacillus circulans n°76 (SALVA er af,
1997) linhagem n°37 e linhagem n®41 (MATIOLI et a/, 1998).
O fator que mais limita a ampliagao do uso industrial das CDs
e ainda considerado, o elevado custo de produgao das
mesmas, devido ao tamoém elevado custo das CGTases usadas
no processo. Assim, pesquisas dirigidas a produgao das
CGTases e/fou CDs de menor custo sao importantes para a
viabilizar economicamente o uso das CDs em escala comercial.
Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo isolar
novas linhagens procutoras de CGTase a partir de amostras
ce solos cultivados no Brasil, produzir a enzima em substratos
de baixo custo e caracterizar fisico-quimicamente a enzima
croduzida

2. METODOLOGIA

Isolamento dos microrganismos

Aproximadamente um grama (1 gl de solos sombreados
2 agricolas como de hortas, culturas de mandioca, mitho e

catata for diretamente transferido para frascos contendo 5mlL
Z2 meto de cuitree As amostras foram incubadas a 37°C e a

B 1 boowd Pentys (8 CES s )
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45°C por aproximadamente 24 horas. Em sequida, o material
foi inoculado superficialimente, por esgotamento em estrias,
em placas de Petri contendo meio seletivo para CGTase. As
placas foram incubadas a 37°C e 45°C por periodos de até
144 horas. As coldnias, que formaram o halo amarelo
contrastante com o meio vermelho (CGTase positivas), foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio inclinado
de manutengao.

Meio de selecao

10,0g/L amido soltvel; 5,0g/L peptona; 5,0g/L extrato
de levedura; 1,0g/L K;HPO,4; 0,2g/L MgSO4.7H50; 10.0g/L
Na5CO3*; 0,3g/L fenolftaleina; u, i g/L alaranjado de metila;
15,0g/L agar; pH 10,0. [*)esterilizado separadamente e
adicionado ac.meio gpds atingir a temperatura 60°C (PARK et
al, 1989).

Meio de cultivo

10,0g/L amido solavel; 5,0g/L peptona; 5,0g/L extrato
de leveaura; 1,09/l K;HPOg4: 0,2g/L MgSO4.7H50; 10,0g/L
Na;CO3; pH 10,0. Para a manutengao das culturas, foi
utilizado o meio de cultivo acrescido de 20,0g/L de 3gar
[NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976a, NAKAMURA , HORIKOSHI,
1976b).

Fermentagao submersa

Para avaliacdo da produgdo de CGTase e do
crescimente celular, as linhagens foram inoculadas em
erlenmeyers de 125mL, com 20mL de meio de cultivo. Cada
erlenmeyer recebeu 0,ImL de uma suspensao celular
padronizada para conter 3,2 x 107 cel./mL, a partir de um pré-
indculo de 24 horas. O crescimento microbiano foi realizado
em shaker sob agitagio de 150rpm, a 37°C ¢ periodos de
tempos de até 96 horas. As amostragens foram realizadas em
um intervalo inicial de 12 horas e em seguida de 24 horas,
até se completarem as 96 horas, sendo retirado o volume
total de cada erlenmeyer. O material fermentado foi
centrifugado a 10000xg a 5°C por 10 minutos. O
sobrenadante livre de células foi utiizado para determinar a
atividade da enzima e o precipitado foi utilizado para a
quantificagdo da biomassa microbiana produzida, em uma
absorbancia de 640nm.

Fermentagio em estado sslido

As linhagens foram inoculadas como na fermentagao
submersa, com a diferenga que um indculo de 0,1mL foi
previamente diluido para 2,5ml a fim de melhorar a
homogeneizagao. Os meios estudados foram compostos de:
farelo de trigo; farelo de trigo + amido soluvel; farelo de
trigo + farinha de arroz; farelo de trigo + batata; farelo de
trigo + fuba; farelo de trigo + mandioca; farelo de trigo +
farinha de soja e farelo de trigo = farinha de trigo. Os meios
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foram preparacos em erlenmeyers de 125mL com um total de
5.0g de maternial solido. Nos meios com misturas de fontes de
carbono foi mantida a proporgao de 1:1. Apds a adicio e
homogeneizagao dos 2,5mL do indculo, foram adicionados
2.5mL de solugao Na;CO3 a 1.0%. Nestas condigées, a
umidade final nos erlenmeyrs no inicio dos experimentos foi
de 60%. Os frascos foram incubados em estufa a 37°C e de
acordo com informacoes da literatura [DIAS er a/, 1992,
NAKAMURA , HORIKOSHI, 1976a, NAKAMURA , HORIKOSHI,
1976b, RAMAKRISHNA et al, 1994), as amostras da
fermentagao em meio sdlido foram retiradas apenas no tempo
de 72 horas. Apds o crescimento, deteciado visualmente e
pelo odor tipico da fermentagdo, a enzima foi extraida pela
adigao de 20mL de agua destilada aos meios sdlidos que
foram rompidos suavemente com bastao de vidio e, em
seguida, mantidos a uma agitagao de 100rpm durante uma

.hora a temperatura ambiente. A suspensao foi filtrada a vacuo

e centrifugada.

Determinagao da atividade enzimatica

Foram utilizados dois métodos de analise de atividade
CGTase porque a formagao das CDs envolve a dextrinizagao e
a ciclizagdo. O métode com iodo acompanha a dextrinizagao
e o método com fenolftaleina é especifico para a ciclodextrina
ja formada. Como o métoco dextrinizante é inespecifico, foi
determinada, também, a presenga de agucares redutores nas
misturas reacionais, a fim de evitar erros de interpretacao
entre atividade CGTase e atividades de amilases.

Atividade dextrinizante

Foi baseado no descrito por PONGSAWASDI,
YAGISAWA (1987), onde 0,1mL da solugdo enzimatica,
adequadamente diluida, foi adicionado a 0,3mL de solugao
de amido soluvel a 0,5% (p/v), em tampao acetato 0,1 M, pH
5.6. Apds incubagdo a 55°C, por 10 minutos, a reagao foi
paralisada pela adigdo de 4,0mL de solugido de HCI 0,2 M. Em
seguida, o meio reacional recebeu 0,5mL de reativo de lodo
(0.30% de Kl e 0,03% de I3). A mistura de reagdo foi diluida
com 10mL de agua destilada. O controle foi preparado
conforme o processo descritd, substituindo-se a enzima pelo
volume equivalente de agua destilada. A absorbancia foi
determinada a 700nm em espectrofotdometro. Uma unidade
de atividade foi definida como sendo a quantuidade de enzima
necessaiia para reduzir em 10% a intensidade da cor azul do
complexo lodo-amido por minuto.

Atividade CD-fenolftaleina

Foi baseado no descrito por MAKELA er 4/ (1988) com
algumas modificagées. Assim, 0,1mL de solugao enzimatica
diluida foi acicionada em 0,8mL de solugao de amido soluvel
a 1,0% (p/v). em tampado acetato 0,1 M, pH 5.6. Apos
incubagdo a 55°C, por 10 minutos, a reagdo foi paralisada
com a adigao de 4,0mL de solugao de NayCO3. 0.25 M. Em
sequida, foi acrescentado 0, ImL de selugao de fenolftaleina a

Bear 1 boosd lecmres S 189 190 00

Capitulo I

Selegio de Microrganizmon Produtores
de Cldodextrina GlicosiMraniferase
[CCTase), Produgio e Caracterizagio da
Enzima

-~

ImM. O controle recebeu a solugdo enzimatica apenas no
momento da leitura. A absorbancia foi determinada em
550nm. Uma unidade de atividade enzimatica fenolftaleina
foi definida como a quantidade de enzima, necessiria para
produzir 1umol de B-ciclodextrina, por minuto.

Métodc do dcido dinitrossalicilico [DNS)

O método DN foi utilizado para determinar a atividade
de amilase sacarificante, através da quantificagido do aglcar
redutor liberado pela enzima, conforme descrito por MILLER
(1959). Assim, 0,1mL da enzima foi adicionado a 0,9mL de
solugao de amido sollvel, a 1,0% (p/v), ern tampdc acetato,
0.1 M, pH 5,6. Apds incubagdo, a 55°C, por 1C minutos, a
reagao foi paralisada pela adigdo de 2,0mL do reagente ONS
[aaido dinitrossalicilico). Em segunda a reagdo foi'incubada
por 6 minutos em banho-maria’ em ebuligao. A m:stura 'de
reagao foi diluida com 10mL de doua destilada O controle
recebeu 3 solugic de enzima somente apos a adicdo do
reagente DNS. O branco foi preparado conforme o processo
descrito, substituindo-se a solugao de enzima e o substrato
pelo volume equivalente de agua destilada. A absorbinicia
foi determinada a 540nm, em espectrofotémetro. Uma unidade
de atividade amilase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1pmol de glicose, por minuto, sob
as condigbes de reagao.

Caracterizagao fisico-quimica da CGTase

pH otimo e temperatura otima: Foram
determinados conforme aescrito em atividade dextrinizante,
exceto que variou-se, respectivamente, o valor de pH ou da
temperatura de incubagdo durante a reacic enzimatica,
conforme indicado nas figuras.

Estabilidade ao pH e temperatura de
estabilidade: O efeito desnaturante do pH ou o da
temperatura sobre a atividade enzimatica foram
respectivamente realizados, incubando-se previamente a
enzima, sem o substrato, em solugdes de diferentes valores
de pH por 24 horas a temperatura ambiente ou em diferentes
valores de temperaturas (pH 6,0) por uma hora. A atividade
enzimatica residual foi avaliada conforme descrito em atividade
dextrinizante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento dos microrganismos

Foram isoladas 80 linhagens de bactérias alcalofilicas
que apresentaram atividade ce CGTase. Destas linhagens, 14
apresentaram crescimento a 45°C e as demais cresceram a
37°C. As 4 linhagens com melhores produgées de CGTase
foram meséfilas e estao histadas na Tabela |. Elas foram
identificadas pela Fundagio Tropical de Pesquisa e Tecnologia
"André Tosello” - Campinas, SP e apresentaram caracteristicas
do género Bacillus, sendo que as inhagens E16, H27 e H54
estao incluidas no subgrupc acaophilus

‘V.QYA"
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TABELA 1. Produgdo de CGTase e origem das inhagens
s2lecionadas

Linnagens Fits H27 H25 H54

Banany Coentro Batatnha

[harta)

ZLivo Qo SO0 LLNAIOCa

e Destnnezanis

2ems Fenaiftaen

=t Amitase

avidades expressas em U/ml, apds 60 horas de cultivo

Produgao de CGTase

Os dados de atividade CGTase obtidos nos dois
meétodos empregados e a muito baixa presenga de agucares
radutores nas misturas de reagoes confirmaram a produgao
c2 CGTase pelas linhagens estudadas.

Nas condigoes dos experimentos, a fermentagao
submersa foi a que apresentou os maiores niveis de produgao
ca CGTase (Tabelas 1 e 2). O meio liquido utilizado [NAKAMURA,
HORIKOSHI, 1976a, NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976b) érico e
ccmpleto. As fontes de nitrogénio empregadas foram de
crigem organica, uma vez que a literatura indica a necessidade
22 nitrogénio originado de fontes organicas para a produgao
z2 CGTase por Bacilius [TONKOVA, 1998). Arelagao C:N foi de
£0:12, adequada para ndo inibir o crescimento nem induzir
a2iteragoes de ordem fisiologica na performance bacteriana
'BAILEY, OLLIS, 19806).

As produc¢des de CGTase medidas pelo método
z=xrinizante foram maiores em 48 horas, exceto para o Bacillus
52 H25. O método CD-fenolftaleina mostrou uma produgao
maior em 48 horas para os Bacillus sp E16 e H27, e em 72
noras para o Bacillus sp H54 e H25 (Tabela 2). Esses resultados
mostram que o pico de produgdo varia de microrganismo
para microrganismo. Entretanto, foi mantido um nive! elevado
Z2 atividade apos 24 horas de cultivo, com pequenas
¢ Lwuacoes no periodo de até 72 horas de cuiltivo (Tabela 2)
Cearalmente, nas espécies de Faciius descritas na literatura, a

TABELA 2 Produgio de CGTase em fermentagao suomersa
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producdo enzimatica ocorre entre 40 e 50 horas de
fermentacao (TONKOVA, 1998), o que esta de acordo com os
resultados obtidos. A interpretacio dos resultacdos dos dois
métodos mostra que as CGTases dos diferentes
microrganismos podem responder diferentemente quanto a
velocidade de dextrinizagdo e de formagao das ciclodextrinas.
Diferengas de atividades enzimaticas observadas entre os
resultados das Tabelas 1 e 2 estao razoavelmente dentro da
faixa de erros experimentais observados neste tipo de
experimento.

A producdo da enzima acompanhou a fase de
crescimento exponencial ocorrido nas primeiras 24 horas.
Ap6s este periodo, a taxa de produgao diminuiu e o nivel de
atividade medido pelo método CD-fenolftaleina tendeu a se
estabilizar ao redor de 48 horas de cultivo, coincidindo com
a fase de crescimento estaciondrio. Verificaram-se algumas
flutuagoes nos niveis de atividade, as quais sao geralmente
esperadas, por estar dentro da margem de erro, para este
tipo de experimento. £m Bacillus cereus e outras especies de
Bacillus alcalofilicos [JAMUNA er al,, 1993, NAKAMURA,
HORIKOSHI, 1976a, NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976b)
também foi relatada a produgao de CGTase na fase
exponencial, sendo que em 8. cereus deu-se entre 16-20 horas
de fermentagdo, provavelmente devido a alta concentragao
do inéculo utilizado [5%) [JAMUNA et al, 1993).

E conhecido que nas formulagbes de meios de culturas
o uso das tradicionais fontes de carbono (C) e nitrogénio (N)
comerciais acarreta um custo consideravelmente elevado na
produgao industrial de enzimas (BAILEY, OLLIS, 1986, DAMASO
et al. 2000, DIAS er al, 1992). Assim, pesquisas dirigidas a
producgio de enzimas, utilizando residuos das agroindustrias
de baixo custo, visando a substituigdo das fontes
convencionais de C e N, sdo importantes para a viabilizar
economicamente 0 uso das enzimas em escala comercial
[DAMASO er a/, 2000). Alguns substratos de baixo custo e
facil obtengdo foram testados na formulagao de um meio
solido de produgao de CGTase, como alternativa a um dos
meios reconhecidamente de maior produgao da CGTase
descrito na literatura (NAKAMURA, HORIKOSHI, 19764,
NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976b, PARK et a/, 1989, porém
de custo alto

Auv. Dextrinizante (U/mL)

Ativ. CD-Fenolftaleina (U/mL)

24 h 48 h 72h

24 h 48 h 72h

98,0 105,7 87,5
80.5 99.7 89,1
105.5 9;,4 84,6
84.6 96,5 86,7

2.4 4.3 3.0
2,0 4,4 38
1.5 29 35
2.7 3.4 4.4
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AS Quatro inhagens apresentaram Som cresamento
n05 me20s sohdos Nesses meios a producao de CGTase for
2va3a somente pela atwvidade dextrinizanie pois, nesses
2505 0Ss  extratos contém pigmeniss, oriunco
onnadalimente do farelo de trigo, que inviabilizaram as
mediZas pelo metodo CD-fenolftaleina. O meis composto por
farelo ge tngo + fannha de soja foi o que apresentou nivers
mais eievados de atividade dextrinizante para as quatro
inhagens estudadas. O meio composto de farelo de trigo -
mancioca tambem apresentou atividades altas para as
inhagens, exceto para Bacilus sp H25. O meio de fareio de
trigo sem mistura tambem apresentou atividade relativamente
boa para as linhagens estudadas. As linhagens Bacillus sp
subgrupo alcalophilus H27 e Bacillus sp subgrupo alcalophiius
E16 apresentaram, ainda, boa atividade com os meios de
farelo de trigo + batata, farelo de trigo + fuba e farelo de
trigo + amido soluvel (Tabela 3). Destes dados, inferiu-se que
alguns dos nutrientes que o farelo de trigo sozinho nao pode
proporcionar aos microrganismos foram fornecidos pelos
componentes a ele associados (farinha de soja, mandioca,
batata) no cultivo.
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Conforme 0s resultados apresentados,
compardtivamente, apenas No melo composto com farelo de
trigo e farinha de soja as atvidade foram altas para todas as
inhagens em estudo, as quais ficaram proximas das obtidas
em meio liquido. E interessante observar que entre todas as
formulagoes testadas, a associagio entre trigo e soja foi a
unica com um bom balango de aminodacidos, o que sugere a
importancia deste equilibrio na producao de CGTase por
Bacillus.

A presenca de proteases [ndo determinada nesta fase
do trabalho] deve ser avaliada uma vez que a sua presenca
pode explicar uma queda da atividade enzimatica no meio.
Em se confirmando a presenca desta enzima, uma redugao
no tempo de fermentagdo pode reduzir o declinio da
atividade. A presenca desta enzima tem sido relatada nos
meios ricos fermentados por Bacillus [RAMAKRISHIMA er 3/,
1993).

TABELA 3. Produgao de CGTase em meio semi sélido, apos 72 horas de cultivo.

Composigdo do meio Bacillus sp H25

Bacillus sp H27

Bacillus spE16 Bacilius sp H54

Far=io de trigo 57.8
Farelo + amido soluvel 40,0
Farelo + farinha de arroz 28,6
Farelo + batata 20,3
Farelo + fuba 28,6
Farelo + mandioca 42,1
Farelo + farinha de soja 77.5

Farelo + farinha de trigo 39.6

63,4 72,0 55,2
56.0 58,2 12,7
41,4 323 25,2
73.1 60,3 379
70,7 51,6 35,3
82,9 64.8 735
70,7 80,5 68,3
51,2 47,7 48,1

Atividade medida pelo método dextrinizante (U/mL)

Sdo relatados poucos estudos com a produgdo de
CGTase em meio semi-solido. RAMAKRISHIMA et a/. (1993)
observaram, em seus estudos, que a fermentagdo em meio
solido de farelo de trigo produziu atividade de CGTase
relativamente maior que em meio liquido. Eles também
encontraram decrescimo na atividade CGTase em tempos
prolongados de fermentagdes e sugeriram que este
decréscimo seria uma consequéncia da presenca de proteases
no meio de fermentagao.

Embora, a relagdo C:N seja da maior importancia na
formulagdo de um meio de cultura, uma vez que serdo
convertidos na biomassa e metabolitos, ela nao foi
quantificada nos experimentos de meio soido. Todawvia,
comparativamente aos dados de literatura pode se considerar
que os nivels de substratos empregados na fermentagao semi-
sohda estejam dentro dos exigidos para um desenvolvimento
fisiologico normal das linhagens de Bacillus estudadas e, desta
forma, ndo limitaram o desenvolvimento celular bem como a
sintese da enzima (NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976a,
NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976b).
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Caracterizag¢ao da CGTase
Efelto do pH

As caracterizagbes das enzimas foram feitas pelo
método dextrinizante. Tocas as CGTases apresentaram um
pico de atividade no pH acido e outro no pH alcalino, além
distc também tiveram reduzida atividade em pHs entre 7,0 e
7.5. O Bacillus sp subgrupo alcalophilus H27 apresentou
um pico otimo em pH 5,5 e outro na faixa de 8,5 a 9,0. Os
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, H54 e Bacillus sp H25
apresentaram dois picos otmos nos pHs 5,5 e 9.0; 6.0 e 8,0;
5.5 e 8.0, respectivamente [Figura 1). Vanas outras espécies
de Bacillus apresentam essa caracteristica para CGTase, issc
pode sugerir o presenca de duas proteinas com atividade:
cataliticas distintas ou umMa Mesma enzima com capacidad»
de atuagao em ampla faixa de pH.

As enzimas produzidas pelos Bacillus sp subgrupo
alcalophilus E16, H27 e H54 apresentaram ampla faixa de
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estabiidade ao pH apos 24 horas de incubagao a 25°C. O
Bacitlus sp H25 apresentou um faixa de estabilidade menor
que as demais linhagens como visualizado na Figura 2.

Tendo em wvista os resultados obucos e 0s
observacos naliteratura, tem-se em comum gue na maioria
das linhagens estudadas hd dois picos de pH dtimo, a
linnagem n°37 estudada por MATIOLI er 4/ (1998)
apresentou apenas um pico de pH otimo em pH 8,0 e a
linhagem Bacillus sp subgrupo alcalophifus H27 igualmente
apresentou apenas um pico de pH otimo, mas em pH 5,5. A
faixa para a estabilidade do pH foi ampla para todas as
linhagens estudacas neste trabalho, semelhante 4
apresentada pelo Bacillus sp alcalofilico estudado por
NAKAMURA, HORIKOSHI (19764), que foi de 6,0-10.0, ja as
linhagens Bacillus lentus e Bacillus circulans n°76 estudadas
por SABIONI, PARK [1992) e SALVA ecr al. (1997) foram
menores entre 6,5-8,5 e 6,5-9,0, respectivamente.
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FIGURA 1. Efeito do gH sobre a atividade CGTase. Tampoes:
acetato de sodio (3.0 - 5.5); fosfato (6,0 - 8.0): glicina-NaOH
(8.5 - 11,5) e tampao Mcllvaine (2,5 - 7.5).
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FIGURA 2. Efeito do pH sobre a estabilidade da CGTase.
Tampdes: acetato de sodio (3,0 - 5.5); fosfato (6.0 - 8.0).
glicina-NaOH (8.5 - 11,51 e tampdo Mclivaine (2,5 - 7.5).
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Efeito da Temperatura

As enzimas produzidas pelos Bacilfus sp subgrupo
dlcalophilus E16, H27, HS4 e Bacillus sp H25 apresentaram
maxima atividade nas temperaturas de 55°C - 60°C, 65°C -
70°C, 60°C - 65°C e 65°C, respecuvamente (Figura 3). A
atividade residual da enzima, apos 60 minutos de incubagao
as temperaturas de 35°C - 75°C, foi de 100% até as
temperaturas de 35°C para Bacitius sp H25 e de 55°C, 50°C e
40°C para Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16, H27 e H5+
[Figura 4).
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FIGURA 3. Efeito da temperatura sobre a atividade CGTase.
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FIGURA 4. Efeito da temperatura sobre a estabilidade ca
CGTlase

As temperaturas otimas foram altas para as linhagens
estudadas, sendo maior para linnagem Baciiius sp subgrupo
alcalophilus H27, as quais foram semelhantes a obtida pelo
Bacillus circtdans n°76 (SALVA er af, 1997) que foi de 60°C-
70°C. As linhagens Bacillus /encus (SABIONI, PARK, 1992),
Bacillus sp alcalofilico (NAKAMURA, HORIKOSHI, 1976a) e
linhagem n°37 [MATIOLI er a/, 1998) apresentaram picos ce
temperatura otima menores ce 45°C-50°C. 45°C e 50°C,
respectivamente. A estabilidade térmica foi relativamente boa,
uma vez que a apresentada pelos Bacillus lentus [sABIONI,
PARK, 1992|, Bacitlus sp alcalofilico [NAKAMURA, HORIKOSHI,
1976a) foi de 55°C e 65°C em presenga de calcio. As
temperaturas étimas das enzimas foram altas, indicanco
possibilidades de aplicagdo industrial, principalmente quanco
associadas a uma maior termoestabilidade, viabilizando 3
produgao das ciclodextrinas COM CUSIOS MeENores




B raziLiang# OURNAL

OF FOOD TECHMNOLOGY

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, mars uma vez foi possivel mostrar quao
nca e a biodwversidade ecoiogica do Brasil, a qual resulta numa
interminave! possibilidace de obtengao de novas Iinhagens
microbianas produtoras ¢2 enzimas de interesse industnal. Os
processos uttlizados, fermentagdo solida ou submersa, assim
como 0 tupo ce substrais empregado como fonte de amido,
influenciam significativamente a produgdo ca enzima CGTase.
Nas condigdes utihzadas, a fermentagao submersa for melhor
para a producao da CGTase em todas as linhagens estudadas. As
nnhagens responderam de formas diferentes em relagao a
composi¢ao dos meios de produgao, aquele composto por farelo
de trigo mais farinha de soja foi o melhor para Bacilius sp H25 e
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 e o meio composto de
farelo de trigo mais mancioca foi o melhor para os Bacillus sp
subgrupo alcalophilus H27 e H54. Outra constatagao
interessante for a observagao de que todas as cepas mostraram
alta auvidade enzimatica no meio formulado com trigo e soja.
Entre todos os meios solicos testados esta foi a associagao com
o melhor balango de aminoacidos, mostrando a importancia
destes na produgao de CGTase pelas linhagens de Bacillus sp.
Dada a escassez deste assunto na literatura, é razoavel sugeri-lo
como um bom tema para futuras investigagoes.
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Capitulo I

Produgao e aplicagao de CGTase em produtos de panificagao

Roberto da Silva'*; Heloiza Ferreira Alves-Prado'; Gisele Rodrigues Cucolo'; Eleni Gomes ';

Célia Maria Landi Franco'

RESUMO

As ciclodextrinas (CDs) sdo formadas a partir do amido por agdo da enzima ciclodextrina
glicosiltransferse (CGTase). Elas se complexam com uma grande variedade de substancias alterando as
caracteristicas da molécula complexada. Estudos que viabilizem a produgdo e aplicagdo das
ciclodextrinas a um menor custo € de interesse industrial. O emprego da CGTase direlamente no
processo onde a presenga da CD é desejavel, pode resultar em redugao de custos. Assim, foi estudada
a produgao de CD em massa de pao, aplicando-se a CGTase durante a preparagao da mesma. Apos o
forneamento, observou-se que a coloragdo do pao foi menos intensa nos paes com enzima que nNos
paes sem a enzima. A presenga de CDs no miolo do pdo foi confirmada por teste de coloracdo com
fenolftaleina. A quantificagao da CD foi realizada no extrato do pao apos fomeamento e foi baseada no

método CD-fenolftaieina o qual indicou a produgao de 16 mg de CD para cada 100g de pao (bs).

SUMMARY

PRODUCTION AND APPLICATION OF CGTASE ON BAKED PRODUCTS: Cyclodextrins (CDs) are
formed from starch by action of cyclodextrin glycosyltransferase enzyme (CGTase). They form complex
with a large variety of substances and modifying the characteristics of the complexed molecule. Studies
that make feasible the production and application of cyclodextrins at lower price are of industrial interest.
The use of CGTase directly in process where the CD presence is desirable, may results in cost reduction.
CD production was studied in bread by using the CGTase during preparation of the dough. After baking, it
was observed that the coloration of bread with the enzyme was lower than those prepared without the
enzyme. The presence of CD in the crumb of the bread was confirmed by coloration with phenolphthalein
assays. The quantification of CD was determined from an extract of the bread after baking by using the
CD-Phenolphthalein assay, which indicated the production of 16 mg of CD/100g of bread (db).

Palavraschave: ciclodextrina glicosiltransferase, ciclodextrina, pao

1-INTRODUGAO
A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase; EC 2.4.1.19) é uma enzima, capaz de
converter amido em ciclodextrina (CD). As ciclodextrinas sdo oligossacaridios ciclicos formados
por mondmeros de glicose, unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4, sendo os tipos a-, - € v-CD
os mais conhecidos [1; 3; 4; 8; 9; 10; 11; 12].
A capacidade das CDs em formar complexos de inclusdo com uma grande variedade

de substancias organicas ou inorganicas, pela incorporagao destes no interior da sua cavidade
hidrofébica, foi denominado de "encapsulagdo molecular” e recebeu grande atengao porque
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Capitulo I

esta propriedade melhorava certas caracteristicas fisico-quimicas da molécula encapsulada.
Dentre estas melhorias, as especialmente importantes para a industria de alimentos sdo a
estabilizagao da cor e a redugado da volatilidade. Da produgao mundial de CDs, em 1999, 84%
foi destinada a industria de alimentos e cosmeéticos, sendo necessarias cerca de 20 a 40
toneladas de CDs por ano [1; 3; 4; 10; 11; 12].

Devido ao crescimento da demanda por este insumo, para evitar a elevagao do prego,
fontes alternativas, bem como técnicas eficientes de produgao e aplicagdo das CDs, tém sidc

objeto de intenscs estudes por pesquisadores em todo o mundo.

O emprego da CGTase diretamente no processo onde a presenga da CD é desejavel,
pode ser uma estratégia que resulte em redugdo de custos. Produtos de panificagdo se
enquadram nesta proposta: de estudo. Entretanto, para levar adiante tal propusta &€ preciso
verificar se ocorre a produgdo de CDs nas condigGes & ambiente no qual alguns produtos de
Ipaniﬁcagc")es Séo fabricadcs. Assim, no presente trabalho foi estudada a produgdo de CD em

massa de pao, aplicando-se a CGTase durante a preparagdo da mesma.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Enzima: CGTase do Bacillus sp subgrupo a/calophilus E16 [2).

2.2 - Produgdo da enzima por fermentagao submersa: foi utilizado o meio nutriente
alcalino otimizado [2]: 1,35% de amido soluvel; 0,49% de peptona; 0,55% de extrato de
levedura; 0,1% de K,HPO,; 1,25% de Na,CO; (adicionado apés resfriamento); pH i0,10. Para
produgdo da enzima, a bactéria foi cultivada em 200mL <o meio em Erenmeyers de 1000mL a
35°C sob agitagdo de 200 rpm, por 48 horas. O material fermentado foi centrifugado a
10000xg, por 15 minutos, sob refrigeragao. O sobrenadante, livre das ceélulas, foi usado como
solugao enzimatica.

2.3 - Cromatografia de troca idnica: a solugdo enzimatica concentrada &ulfato de
aménic a 80% de saturagdo) e dialisada tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,5) foi submetida a
cromatografia de troca ibnica em equipamento “AKTA purifier” contendo resina aniénica Q
Sepharose® (Phamacia). A resina foi equilibrada com tampao Tris-HCi 20mM, pH 7,5. A
amostra foi eluida com o mesmo tampao e fluxc de 1 mU/min. Para a eluigdo da enzima ligada
a resina foi usado um gradiente salino de 0 a 1 M de NaCl em 8 volumes de coluna (VC).

2.4 - Preparo dos paes: foram preparadas massas de paes contendo 1 colher rasa
(café) de margarina; 1 colher rasa (cha) de agucar; 1,7 g de fermento biolégico; 40 g de farinha
de trigo, 15 mL de 4gua e 1 mL de CGTase (1300 U). Obteve-se, assim, paes de 60g antes do
fomeamento. Foram preparados paes em duplicata com e sem a enzima (controle).

2.5 - Determinagao de CD no pao: foram realizados dois testes quantitativos e um
teste qualitativo para determinar a presenca de CD nos paes. No teste qualitativo, amostras
dos paes sem enzima e com enzima foram embebidos uma solugao contendo 8 mL Na,COs
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Capitulo I

0,25M e 0,2 mL fenolftaleina 2 mM (50% etanol) e observada a coloragao da massa. Quando a
CD esta presente, ela se complexa com a fenolftaleina, proporcionando uma coloragao clara ou
incolor, quando a CD nao esta presente tém-se uma coloragao rosa intenso. Para os métodos
quantitativos, amostras dos paes foram maceradas em cadinho, em presenga de agua. Em
seguida, foram centrifugadas a 10000xg /15 min. e o sobrenadante foi reservado para as
anadlises, através dos métodos CD-fenolftaleina [2] e CD-TCE [6].

3-RESULTADOS E DISCUSSAQ
Verifica-se na Figura 1, que a enzima em questdo foi eluida da coluna numa
concentragao salina de 0,18M de NaCl. Ha relatos de purificagao da CGTase em apenas uma
etapa de purificagdo [5]. Observando o perfil de eluigdo, é possivel supor que esta etapa de
puriﬁcat;éolfoi eficiente no-isola}r‘nento da CGTase de outras proteinas da solugao enzimatica.

£

I

0
S |

‘0 a0 am o -

Figura 1 - Perfil de eluigdo da CGTase em cromatografia de troca idnica Q Sepharose.

As andlises dos paes demostraram que houve a atuagao da CGTase. Os paes controle
(sem enzima) apresentaram uma coloragdo mais escura, quando comparados aos paes com
enzima. De alguma forma a CD produzida reduziu a intensidade da reagao de Maillard durante
o forneamento. E possivel que através da atividade de desproporcionagdo a CGTase tenha
reduzido o numero de redutores presentes na massa reduzindo a reagao de Maillard que
proporciona a cor tipicas em produtos fomeados. Através do teste qualitativo comprovou-se a
agao da CGTase com formagdo de CDs. A coloragido dada pela solugdo de fenolftaleina +
Na,CO; foi mais clara no pao com enzima, que quando comparada a coloragdc apresentada
pelo pdo controle (Figura 2). O método CD-TCE também detectou a presenga de CD, através
da analise dos extratos obtido dos paes com enzima e sem enzima. Foram realizadas varias
diluigdes desses extratos, havendo a precipitagdo de CD até o fator de diluigdo de 2, no
extrato dos paes com enzima. Com o teste quantitativo, baseado no método CD-fenotftaleina,
analisou-se os extratos das massas de pdes com enzima e sem enzima e foi possivel
identificar a presenga da CD. Sendo que em média, para cada 100g de péo (bs) houve uma
produgdo de 16 mg de CD. Esta concentragao, corresponde a aproximadamente 0,02% de CD
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Capitulo 1

no pao. Tal concentragao é bem menor que a de 2% [4] para produtos forneados, sugerida
pelos fabricantes ao FDA para liberagdo deste insumo. Assim, tal concentragdo de CD nao
traria problemas para o consumo destes paes. Em conclusdo, neste trabalho foi constatado
que o emprego da enzima CGTase diretamente no processo de fabricagao de pao resulta em
produgao de ciclodextrinas na massa deste produto. Nossa proxima etapa sera a investigagao
da eficiéncia desta CD quanto aos atributos esperados, nas condigoes em que sao feitos
alguns produtos de panificagao.

Figura 2 — Paes apos forneamento (1) e apos teste qualitativo com fenolftaleina (2).

A = controle (sem enzima), B = com enzima.
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RESUMO

CGTase ¢ uma enzima que forma ciclodextrinas a partir do amido. Ciclodextrinas sdo
oligossacarideos ciclicos, as principais sao a-, 5- e ?-CD, que apresentam 6, 7 e 8 unidades
de glicose interligadas por liga¢des a-1,4. Estudou-se a produ¢ao de CGTlase pelo Bacillus
sp alcalofilico em fermentagdo submersa (FS) e fermenta¢ao em substrato solido (FSS). As
FS foram realizadas com peptona e extrato de levedura (meio A) e sem estes nutrientes (meio
B), tendo como substrato diferentes fontes de amido. A FSS foi realizada com farelo de trigo
misturado a de diferentes fontes de amido. A analise da produgao de CGTase para FS foi
significativa para o meio A contendo maisena, polvilho e amido solivel e no meio B para o
contendo fuba. Na F'SS a maior produgdo enzimdtica ocorreu nos meios contendo farelo de
trigo (ft), ft + farelo mandioca, ft + farelo de soja e ft+ fubd.

INTRODUCAO

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é uma enzima de cadeia unica, com peso
molecular de 74,5 e apresenta uma seqiiéncia de aminoéacidos que revela uma similaridade
estrutural com a enzima a-amilase. Essa enzima é capaz de formar ciclodextrinas (CDs) a
partir do amido. A CGTase ¢é composta de uma cadeia Unica de polipeptidios com
aproximadamente 650 aminodcidos. Essa enzima ndo possui ligagdes intramoleculares por
pontes de dissulfeto, mas necessita de calcio para manter sua atividade catalitica (MATIOLI,
2000). Esta enzima vem ganhando grande interesse industrial, devido ao aumento do uso das
CDs nas industrias alimenticias e farmacéuticas.

As ciclodextrinas sio oligossacarideos ciclicos formados por mondémeros de glicoses,
unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4. As CDs mais conhecidas sdo do tipo a-, B- ¢ > CD,
consistindo de scis, scte ¢ oito mondmeros de glicose, respectivamente. Estes monomeros
estabelecem interagdes intermoleculares, formando um anel, conferindo rigidez a molécula de
ciclodextrina (PSZCZOLA, 1988).

A caracteristica mais marcante das ciclodextrinas é a capacidade que possui de formar
complexos de inclusio com uma grande variedade de substancias em virtude da sua estrutura
geométrica, com a cavidade interna hidrofdbica e a regido externa hidrofilica. Esse fendmeno,
denominado como “encapsulagio molecular” pode melhorar as propriedades quimicas ¢
fisicas da molécula encapsulada. Essa capacidade das CDs de formar complexos de inclusio,
favorece um grande numero de aplicagdes em industrias de alimentos, de cosméticos,
farmacéuticas, agroquimicas, quimicas ¢ outras. A substincia encapsulada tem suas
propriedades fisico-quimicas alteradas que resultam em melhor estabilidade, , solubilidade,
biodisponibilidade e menor volatilidade e, os efeitos benéficos proporcionados pelo uso de_
CDs incluem: proteger principios ativos contra a oxidagdo pela luz, calor e volatilidade;
mascarar, reduzir ou climinar odores e sabores indesejaveis; estabilizar cores, tintas,
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Capitulo I

“flavours”, vitaminas, temperos ou emulsdes; aumentar a solubilidade de drogas e substincias

quimicas (YU et al., 1988).
NAKAMURA & HORIKOSHI (1976) propuseram dois tipos de meio de produgio de

CGTase, um com amido solivel e caldo de maceragdo de milho e outro denominado de meio
II, composto de amido solivel, extrato de levedura, peptona, K;HPOs, MgS04.H,O e
Na,;CO;. Esse ultimo meio foi o mais difundido entre os pesquisadores para a produgio de
CGTase, principalmente empregando microrganismos do género Bacillus.

Techaiyakul e colaboradores (1990) verificaram a influéncia de diferentes tipos de amidos
na produg¢do da CGTase pelo Bacillus All. A produgio de CGTase foi maior quando da
utilizagdo dos amidos de arroz, de milho e de batata. Os amidos de mandioca e de trigo
apresentaram rendimento menor. Também foi verificado que a concentragio de amido
influenciava a produgdo da CGTase (MATIOLI, 2000).

Os meios de culturas tradicionais sio formulados com fontes de carbono, de nitrogénio e,
principalmente de vitaminas e aminoidcidos que acarretam consideraveis custos na produgdo
industrial de enzimas. Pesquisas dirigidas a producdo de¢ erzimas. utilizando residuos
agroindustriais de baixo custo, visando & substituigdao das fontes convencionais de C ¢ N, sdo
importantes para avaliar economicamenie o uso das enzimas em escala comercial (DAMASQ
et al., 2000). Assim, pesquisas dirigidas & produ¢do das CGTascs de menor custo terdo
importantes reflexos nos custos das CDs contribuindo para a viabilizar economicamente o uso
das CDs em escala comercial Neste sentido, no presente trabalho foi estudada a produgio de
CGTase em substratos de baixo custo pelo Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 em
fermentagdo submersa (FS), meio A e B, e fermentagio em substrato sélido (FSS).

MATERIAL E METODOS

-Microrganisine: O microrganismo utilizado foi isolado por ALVES-PRADO (2000) no
Laboratorio de Bioquimica ¢ Microbiologia Aplicada (IBILCE / UNESP) e identificado como
Bacillus sp subgrupo alcalophilus E16 pela Fundagdo Tropical de Pesquisa ¢ Tecnologia
“André Tosello” — Campinas — SP.

- Determinagio da Atividade da CGTase: A atividade da CGTase foi analisada pelo
método CD- fenolftaleina baseado no proposto por MAKELA et al (1988). Para o método CD-
fenolftaleina foi usado 0,ImL de solugio enzimatica adicionada a 0,8mL de solugdo de amido
solavel a 1,0%, em tampio acetato 0,IM, pH 5,5. Apds incubagido a 55°C, por 10 minutos, a
reagdo foi paralisada com a adigiio de 4,0mL de solugio de Na,COxs, 0,25M. Em seguida, foi
acrescentado 0,ImL de solugiio de fenolftaleina G0% etanol) a ImM. O controle recebeu a
solugdo enzimdtica apenas ne momenio da leitura. A absorbancia foi determinada em 550nm.
Uma unidade de atividade enzimatica fenolftaleina é definida como a quantidade de enzima,
necessdria para produzir lpmol de P-ciclodextrina, por minuto e por mL de solugio

enzimatica.

—Estudo da Produgdo de CGTase em Diferentes Fontes de Carbono :

Fermentagio Submersa: A fermentagio submersa foi realizada em erlenmeyers de 125mL
contendo 20mL de meio. Cada erlenmeyer foi inoculado com 0,5mL de um pré- inéculo de
24h, incubado a 35°C sob agitagio de 150rpm. O meio utilizado como pré-inoculo teve como
composi¢do: 0,5% de extrato de levedura; 0,5% de peptona; 0,1 % de K;HPOs; 0.02% de
MgS0ys; 1% de amido solavel; 1.3% de Na,COs (autoclavado separado). Foram testados dois
meios (A e B) para fermentagio submersa. O meio A teve a mesma composi¢io do pré-
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inoculo, mas o substrato foi variado e foram utilizados como substrato farelo de mandioca;
amido de batata-doce; polvilho doce; maisena; fuba e amido solivel. Para o meio B utilizow
se também a mesma composi¢io do meio do pré- inoculo, mas sem peptona e extrato de
levedura, e os substratos usados foram farelo de mandioca; amido de batata-doce; polvilho
doce; maisena; fubd; extrato de soja; farinha de soja; farelo de soja; soja; farelo de trigo ¢
amido solivel O material fermentado foi centrifugado a 10.000xg, por 15 minutos, sob
refrigeragiio a 5'C. O sobrenadante foi utilizado para as andlises enzimaticas pelo método pelo
CD-fenolftaleina como descrito anteriormente.

Fermentacio em Substrato Solido (FSS): As fermentacdes em substrato solido foram
realizadas em erlenmeyers de 250mL a 35"C, contendo 5g de substrato cada. Os substratos
utilizados foram: farelo de trigo, farelo de soja e diferentes misturas de farelo de trigo com
outras fontes de carbono, ricas em amido (amido soltvel, farinha de trigo, maisena, polvilho,
farelo de soja, fuba, farelo de mandioca e farinha de soja). Para as misturas foi mantida uma
propor¢do de 1:1. Cada erlenmeyer foi inoculado com 2.5mL de pré inoculo de 24h,
composi¢do deste descrita acima. O material fermentado foi filtrado e centrifugado a
10.000xg, por 15 minutos, sob refrigeragio de 5'C. O sobrenadante foi utilizado para as
analises enzimaticas o método CD-fenolftaleina como descrito anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fermentac¢io Submersa:

Entre os substratos analisados para a formulagio do meio A, as melhores atividades
enzimaticas foram encontrados nos meios contendo os substratos maisena, amido soluvel ¢
polvilho (figura 1).

Atividade CD-fenolftaleina
0,4

0_

B maisena
O farelo mandioca
O fuba

8 amido batata-doce

O polvilho

8 amido solavel

wmol/mL de 3-CD

tipo de substratos

Figura 1: Produgio da CGTase no meio A com diferentes substratos. Atividade determinada
pelo método CD-fenolftaleina.




Utilizando o meio B, a melhor produgio de CGTase ocorreu na fermentagio contendo fuba
(figura 2).

Atividade CD-fenolftaleina
0,3 1

® maisena

O farelo mandioca
0 fuba

B farinha soja

0 amido batata-doce
B farelo trigo

0 polvilho

B 3mido solivel

O soja

B extrato de soja

o
N
1

pmol/mL 3-CD
o

B farelo soja

Ll

Tipos de substratos

Figura 2: Produgdo da CGTase no meio B com diferentes substratos. Atividade determinada
pelo método CD-fenolftaleina.

A fermentagdo submersa com o meio A apresentou um melhor rendimento quanto a
produgdo de CGTase para todos os substratos testados, quando comparada ao meio B, sendo
excegdo somente o meio B tendo fuba como substrato.

Comparando os resultados obtidos dos substratos de maior rendimento do meio A (maisena,
amido soluvel e fubd) € o substrato de maior rendimento do meio B (fubd), nota-se que eles se
mostraram muito proximos. Isso sugere que o meio B tendo fubd como substrato pode ser
uma alternativa vidvel e mais barata para a produgio de CGTase, devido a auséncia de
peptona ¢ extrato de levedura neste meio.

Fermentagio em Substrato Sélido:

A fermentagdo em substrato solido (FSS) contendo farelo de trigo + farelo de soja, farelo de
trigo + farelo mandioca, farelo de trigo + fubd e farelo de trigo apresentaram os melhores
valores para atividade dextrinizante e CD- fenolftaleina (figuras 3).

Foi observado que os resultados das fermentagdes submersas ¢ o da fermentagdo em
substrato sélido, para os substratos com melhores rendimentos, apresentaram-se muito
proximos na ordem de 0,3 pmol/mL de B-CD (tabela 1).

Em estudos realizados por ALVES-PRADO et al. (2002) para produgio de CGTase em
substratos solidos, com linhagens Bacillus sp alcalofilicos, a produgio foi significativa para os
meios compostos por farelo de trigo + farinha de soja, seguido pelos meios de farelo de trigo
+ mandioca ¢ o de farelo de trigo sem misturas.
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Atividade CD-fenolftaleina

& farelo de trnigo + maisena

Ofarelo de tngo + farelo de

mandioca
Ofarelo de ngo + fuba

O farelo de trigo + farinha de soja

O farelo de tngo + farelo de soja

D farelo tngo

2 fareto da thgo + amkio soluvel

wmol/mL de B-CD

B{arelo de soja
O farelo de tngo + polvilho

B farelo de tngo + farinha de ingo

tipos de substratos

Figura 3: Produgio da CGTase em fermentagao substrato solido com diferentes substratos.
Atividade determinada pelo método CD- fenolftaleina

Conforme apresentado na tabela 1, houve detecgido de atividade proteolitica na maioria dos
meios indicados como melhores, sendo exce¢do o meio A com polvilho como substrato.

Tabela 1: Comparag¢io dos melhores substratos em fermentagdo submersa e substrato
solido
T T A o O e R e | C e o e S S SO ]

Atividade CD-

\Fomposigaode. melo fenolftaleina TEGENE e

proteases
pmol/mL

. maisena 0,24 Sim
Meio A amido solivel 0,28 Sim

Eolvilho 0,30 Nio
Meio B fuba 0,28 Sim

B e R e e i e e e )

farelo de trigo + farelo de soja 0,18 Sim

Meio

farelo de trigo 0,23 Sim
FSS

farelo de tnf-;o + farelo 0.25 Sim
mandioca

farelo de trigo + fuba . 0,29 Sim
R TN T T B ST Y YT O S i e R P T T
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De modo geral, a fermentagao submersa no meio A, com peptona € extrato de levedura, e a
fermentagdo sélida, obtiveram um rendimento melhor quanto 4 produgdo de CGTase, para a
maioria dos substratos testados, em comparagio ao meio B.

Ainda, ao analisarmos os dados da fermentagdo submersa, meio A, com os dados da
fermentagdo em substrato sélido, temos que a fermentagdo submersa apresentou um resultado
um pouco melhor e mais homogéneo de produgio de CGTase, para todos os substratos
usados, do que a fermentagdo sélida. Este resultado era esperado, ja que de acordo com a
literatura especializada, a fermentagdo sélida é mais indicada e favoravel a fungos do que
bactérias, devido a maior “mobilidade” dos fungos. Entretanto, PANDEY er al (2000),
salientou em trabalho recente, que linhagens bacterianas tém sido selecionadas e utilizadas
com sucesso na produgdo de enzimas em fermentagdo sélida, principalmente aquelas
pertencentes ao género Bacillus ¢ RAMAKRISHMA e colaboradores (1993) observaram que
a fermentagio em meio solido com farelo de trigo produziu atmdade de CGTase
relativamente maior que em meio liquido utilizando Bacillus ceieus.

5 .

CONCLUSOES

Notou-se que o meio B (sem peptona e extrato de levedura) icndo fubd como substrato,
sugere ser uma alternativa viavel e mais barata para a produgio de CGTase.

De modo geral, foi observado que 2 fermentagdo em substrato sélido e a fermentagio
submersa, meio A, foram as mais significativas para produgdo de CGTasc pelo
microrganismo em estudo, na maioria dos substratos usados.
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RESUMO

Ensaios foram feitos para avaliar a viabilidede do uso de residucs agricolas come substrato
para o crescimento de fungos decompositores de madeira e produgdo das ligninases
(manganés peroxidase (Mn-P), lignina peroxidase (LiP) e lacase). Foram utilizadas as
espécies Gloephylum striatum, Phellinus rimosus e Coriolopsis byrsina, fungos pertencentes
a subdivisdo Basidiomycotina, para ensaios de produgcdo das enzimas em trés residuos
agricolas (farelo de trigo, palha de arroz e bagago de cana-de-agiicar). As atividades das trés
enzimas _foram produzidas por iodos os fungos, porém em diferentes substratos. As atividades
enzimdticas obtidas mostraram o excelente potencial desses microrganismos para produg¢do

de ligninases.

INTRODUCAO

Juntamente com a celulose € a hemicelulose, a lignina € um dos principais constituintes da
madeira, sendo responsdvel pela sua resisténcia. E um biopolimero aromatico amorfo,
tridimencional, formado via polimeriza¢do oxidativa. Este ocorre na parede celular de plantas
superiores em diferentes composi¢des: madeiras duras de 25 a 35%, madeiras macias de 18 a
25% e gramineas de 10 a 30% (Goldstein, 1976; Bononi, 1999; Lars, 2000).

Além de fundamentai para o equilibrio das cadeias troficas, a degradagdo da lignina
apresenta grande importancia econdmica, tornando disponiveis substincias de interesse na
indastria, pecuaria e na agricultura.

Durante o processo de degradagdo da madeira microrganismos transformam o material
orgdnico componente da madeira, em CO,, termoenergia € humus como produtos finais. Além
dos fungos, bactérias e actinomicetos também produzem enzimas que atuam sobre a lignina,
porém em menores propor¢des. O fungo tem facilidade de acesso ao substrato, uma vez que
as hifas do micélio penetram nos tecidos vegetais melhor do que bactérias e actinomicetos €
dessa forma, tém acesso ao conteido celular indisponivel para outros microrganismos do
mesmo ambiente (Wubah et al., 1993; Bononi, 1997).

Os principais agentes de degradagdo da lignina estio entre os fungos da decomposi¢do
branca que s3o dotados de um sistema ligninolitico constituido de peroxidades (Lignina e
Manganés-Peroxidase) e da lacase, essas enzimas atribuem aos fungos a capacidade de
desestabilizar a estrutura da da lignina (Périé, et al., 1998; Bononi, 1997; Cloete & Celliers,
1999; Bononi, 1999; Chagas e Durrant, 2001).
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A LiP ¢ uma glicoproteina que contém ferroprotoporfirina X (heme) como grupo
prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua agdo catalitica. A LiP oxida a lignina e
outros compostos derivados da mesma, além de compostos ndo fendlicos por retirada de
elétron de um nicleo aromatico, criando radical instivel que passa por numerosas
transformagdes levando & decomposigdo do substrato (Rodriguez, Duréan, 1988). A agdo dessa
enzima resulta em: oxidagdo de &lcoois benzilicos, quebra de cadeias aromaiicas,
desmetilagdo, rearranjos intramoleculares e quebra de anéis em compostos ndo fendlicos
relacionados a lignina (Gold et al., 1989). O alcool veratrilico € o redutor preferido pela LiP,
sendo produzido pelo fungo de degradagdo branca ap6s ligndlise e, aparentemente, protege a
enzima contra inativagao pelo excesso de perdxido de hidrogénio. Na presenga de perdxido de
hidrogénio, a LiP oxida o alcool a veratraldeido, reagdo esta comum em ensaios de atividade
da LiP (Duran, Esposito, 1997).

A Manganés Peroxidase (Mn-P) é muito semelhante a LiP, entretanto, além do peroxido de
hidrogénio requer ions Mn** e oxida Mn(II) a Mn(III) (Crawford & Pometto, 1988). Lacases
sdo fenoloxidases pertencentes ao grupo das oxidases, produzidas por fungos e plantas.
Possuem um ion Cu'? em seu sitio ativo, que por processo oxidativo remove fenil-propano
mais externo a cadeia, gerando radicais fenoxila. Esses radicais atuam em reagdes ndo
cataliticas, como acoplamento radicalradical, desprotonagdo a ataques nucleofilicos pela
agua, levando a reagdes de polimerizagdo, quebras alquiarilicas e oxidagdes nos centros ativos
e desmetilagdes. Alguns intermedidrios aromaticos de baixo peso molecular acabam também
liberados resultando na despolimerizagdo da lignina (Tien & Kirk, 1988).

Mais recentemente, as ligninases t€ém sido consideradas como uma promissora alternativa
biotecnolégica para a remogdo de compostos toxicos do ambiente. Um dos principais

exemplos tem sido na industria téxtil, onde existe um vasto consumo de 4gua e componentes
quimicos durante o processo de tingimento, o que resulta em efluentes altamente complexos e
recalcitrantes. Além disso, estudos tém mostrado que algumas classes de corantes,
principalmente azocorantes, e seus subprodutos, podem ser carcinogénicos e ou mutagénicos
(Kunz et al., 2002). Enzimas como a L+P, Mn-P e Lacase podem promover a degradagdo
desses compostos.

MATERIAIS E METODOS
1. Microorganismos

Foram utilizados os fungos basidiomicetos: Gloeophylum striatum 40;, Phellinus rimosus 47
e Coriolopsis byrsina 146. Esses fungos foram coletados sobre troncos e galhos de rvores em
decomposigdo, em dois trechos de mata remanescente da Estagdo Ecolégica do Noroeste
Paulista, nos municipios de S3o Jos¢ do Rio Preto e Mirassol/SP.

2. Fermentaciio Sélida

Os fungos foram cultivados em meio sélido constituido de farelo de trigo e outros dois
residuos agricolas lignocelulésicos, bagago de cana-de-agucar e palha de arroz. Os materiais
foram triturados até particulas de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, e 5 gramas de cada
um foram transgridos para erlenmeyer de 250 mL, esterilizados em autoclave e hidratados até
70% de umidade com a adigdo de 10 mL de solugdo de sulfato de aménio a 1% e de sulfato de
magnésio a 0,01%. A inoculagdo dos substratos foi feita por transferéncia de 2 blocos (2 cm’
cada) de cultura previamente miceliada em meio solido PDA, para cada 5g de substrato a ser
fermentado. A incubagdo foi feita a 27 °C, durante 7 semanas.

A cada sete dias, o material fermentado de um frasco erlenmeyer, foi suspendido em agua
destilada (8mL/g de material fermentado no caso do farelo de trigo e palha de arroz, e 12
mL/g no bagago de cana), agitado por uma hora a 100 rpm, filtrado a vicuo e centrifugado. O
sobrenadante foi utilizado como solugdo enzimatica bruta para os testes de atividade
enzimatica. -




3. Determinagio da atividade enzimitica

A atividade de Mn-P na solugio enzimatica bruta foi determinada a 30°C numa mistura de
reagdo composta de 0,8 mL de tampdo lactato de sédio a 0.05M (pH 4,5), 0,1 mL de solugdo
de MnSO4 a 0,4M e 0,1 mL da solugdo de enzima bruta. A reagdo foi iniciada com a adi¢do
de peréxido de hidrogénio (40 pM) e a absorbdncia medida a 270nm. Uma unidade de
auwdade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria p'xra formar | pmol
de Mn" por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 8.1 x 10°/mol/cm (Glenn et
al.,1986: Aitken & Irvine, 1990).

A atividade de LP na solugdo enzimatica bruta foi determinada a 30°C numa mistura de
reagdo composta de 0,8 mL de tampdo tartarato dissédico a 0,05M (pH 3,0), 0,1 mL de
solugdo de alcool veratrilico a 40 mM e 0,1 mL da solugdo de enzima bruta. A reagdo foi
iniciada com a adi¢do de perdxido de hidrogénio (0,2 mM) e o aumento da absorbancia,
devido a oxidagdo do alcool veratrilico, medido a 310nm. Uma unidade de atividade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar | pmol de
veratraldeido por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 9.3 x 10°/mol/cm
(Tien & Kirk, 1988).

A atividade de lacase foi determinada a 30°C usando 2,2"-azino-bis-etilbenthiazolina
(ABTS) como substrato, em mistura contendo 0,1 mL de tampdo acetato de sédio 0,IM (pH
5,0), 0,8 mL de solugdo de ABTS a 0,03% (p/v) e 0,1 mL da solugdo enzimitica bruta
(Buswell et al. 1995). A oxidagdo do ABTS foi medida pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 420 nm. Uma unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para oxidar 1 pmol de ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de
extingdo molar de 3.6 x 10*/mol/cm para o ABTS oxidado (Bourbonnais, Paice, 1988). As
atividades enzimaticas foram expressas em unidade de enzima por grama de substrato

lignocelulitico (U/g).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 01 ilustra a produgdo de ligninases em fermentagdo solida, pela espécie G
striatum, nos diferentes substratos. Analisando-se os dados da Figura 01-A, pode-se verificar
que a atividade de manganés peroxidase (Mn-P) foi maior em bagago de cana-de-agucar, com
pico de produgdo na terceira semana de fermentagdo (805,4 U/g).

A analise das atividades de lignina peroxidase (L+P) (Fig. 01-B), produ21das nos trés meios,
revela valores bastante homogéneos entre a segunda e quinta semana em meio contendo farelo
de trigo, sendo o pico de atividade de 101183 U/g.

Quanto 2 lacase, (Fig. 01-C) a maior produgdo foi detectada em bagago de cana-de-agucar
em amostradas coletadas na terceira semana de fermentagdo (765,7 U/g). O perfil de produgdo
dessa enzima foi semelhante ao observado para a Mn-P, com diferentes picos de atividade ao
longo do periodo de fermentagdo, sendo os picos de produgdo das enzimas, coincidentes na
terceira semana, quando os meios foram bagago de cana-de-agucar e farelo de trigo.

A Figura 02 mostra a produgdo de ligninases pela espécie P. rimosus, em fermentagdo
s6lida, nos diferentes substratos lignoceluliticos. Analisando-se a produg¢do de Mn-P (Fig. 02-
A),verifica-se que esta foi maior em farelo de trigo, sendo obtido o maior pico na terceira
semana (6738,3 U/g).

Na Figura 02-B, observa-se que a produgdo de LiP foi maior em farelo de trigo, sendo o
pico de produgdo obtida na sétima semana (498,1 U/g). A anilise da atividade de lacase (Fig.
02-C), mostra maior produgdo em farelo de trigo, com pico de produgdo na terceira semana
(5179,2 U/g).
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Figura 01 — Efcitos do tempo e do meio de cultivo sobre a produgio de ligninases por Gloeophylum striatum.
(A) atividade dc MnP; (B) atividade de LiP ¢ (C) atividade de lacase.
Legenda: —2— Farclode trigo; ---- ? — Cana-de-agicar; ---? --- Palhadc Arroz.(venficar)

Altvidsde de MnP (WVg)
Alividada de LIP (W)
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Figura 02 - Efeitos do tempo ¢ do meio de cultivo sobre a produgio de ligninases pelo fungo Phellinus rimosus.

(A) atividade de MnP; (B) atividade de LiP ¢ (C) atividade dc lacase.
Legenda: ® 2 — Farclo de trigo; — ? --— Cana<de-agucar; --- ? --'- Palha de Arroz.
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A produgiio de ligninases em fermentagdo sélida pela espécie Coriolopsis byrsina, é
mostrada na Figura 03. Pode-se observar que a atividade enzimatica de Mn-P (Fig. 03-A), foi
maior em palha de arroz, sendo o pico de produgdo obtido na quarta semana (8100,6 U/g ).

Comportamento semelhante ao da produgdo da Mn-P por C. byrsina, foi observado para a
produgdo de LiP, por esse fungo, com pico de produgdo maxima em farelo de trigo (8968,0
U/g) apds quatro semanas de fermentagdo (Fig. 03-B). Na Figura 03-C observa-se que a
atividade de lacase foi maior em farelo de trigo, sendo o pico também obtido na quarta
semana (329310,2 U/g).

A comparagdo da produ¢do enzimatica, entre os trés fungos nos permite inferir que G.
striatum e C. byrsina foram os melhores produtores de L+P, e G. striatum e C. byrsina, de
Mn-P. Este ultimo fungo, foi capaz de produzir quantidades de lacase cerca de 6 a 37 vezes
maior que os outros dois fungos.

§ganasas

Atividace de UP (wg)

g

Aividads de MaP fu/g)

LU BB 5Y3
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\//\
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Tmtml

C
Figura 03 — Efeito do tempo ¢ do meio de cultivo sobre a produgio de ligninases pelo fungo Coriolopsis byrsina,
(A) atvidade de MnP; (B) atividade de LiP ¢ (C) atividade de lacase.
Legenda: — ? — Farelo de lrigo; ---- ? ---- Cana-de-aglcar, --- ? --- Palha de Aroz.

Os dados apresentados, corrigidos para U/mL, nos permite concluir que G. striatum e C.
byrsina s3o excelentes produtores de Mn-P, tendo produzido 67,1 U/mL (21 dias em bagago
de cana) e 590,3 U/mL (28 dias em palha de arroz), respectivamente se comparados com 0s
de Nuske er al. (2002), com Nematoloma frowardii que produziu 1,5 U/mL apés 11 dias de
fermentagdo em lascas de madeira como substrato, e Phanerochaete chrysosporium, um
fungo bastante estudado por sua capacidade de produgdo de ligninases, também mostrou
atividade inferior as duas espécies referidas neste trabalho, (1,3 U/mL) em $ dias em farelo de
trigo, conforme apresentado por Fujian ef al. (2001).

Com relagdo a L+P, este fungos também demonstram as mesmas tendéncias de produgio da
Mn-P, apresentando atividades bem mais elevadas do que as apresentadas na literatura. Em
cinco semanas de fermentagdo em farelo de trigo, foram obtidas 1264,8 U/mL por G. striatum
e no mesmo substrato, C. Byrsina produziu 1121,0 U/mL, na quarta semana de fermentagdo,
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valores superiores aqueles obtidos com Phanerochaete chrysosporium (2,7 U/mL) em
fermentagdo, por 5 dias, em farelo de trigo (Fujian et al., 2001).

No caso da lacase, houve uma super produc¢do (41163,8 U/mL em fermentagdo por 4
semanas em farelo de trigo) por C. byrsina. Utilizando-se das mesmas condigdes inclusive a
mesma metodologia (oxidagdo do 2,2™-azino-bis-etilbenthiazolina), Lang er al. (1998),
observaram que Pleurotus sp produziu 0,38 U/mL em 4 semanas em fermentagdo de farelo de
trigo. Um basidiomiceto bastante pesquisado, Dichomitus squalens, mostrou no mesmo
trabalho, uma atividade também inferior a C. byrsina (0,1 U/mL em farelo de trigo durante 3
semanas de fermentagdo).

CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados podemos inferir que os microrganismo utilizados no
presente trabalho, possuem excelente potencial para producdo de ligninases. Entretanto, a
comparagdo de obtengdo de produtos por fermentagdo ndo é um procedimento totalmente
seguro, Visto que existem inumeras variagdes de procedimentos adotados no processo
fermentativo (fermentagdo sélida ou submersa) forma de extragdo da enzima, além das
analises e expressdo das atividades enzimaticas.
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CAPITULO I

PRODUCAO DE ENZIMAS DESPOLIMERIZANTES DE
MATERIAL VEGETAL COM APLICACAO INDUSTRIAL:
Uso de residuos agricolas e agroindustriais para a produgdo de

enzimas por processo fermentattvo em estado sélido.
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Capitulo 11
INTRODUGAO
1- Biomassa e residuos

Biomassa pode ter diversas definicbes, porém, no contexto da
biotecnologia, € definida como toda matéria organica obtida pela converséo
fotossintética. O carbono organico produzido anualmente por fotossintese
contém aproximadamente 3x10%'J de energia, cerca de dez vezes mais que 0
consumo humano anual. A maior parte dessa biomassa (90%) aparece nas
florestas, principalmente de regides tropicais, enquanto aquela oriunda de
cultivo agricola corresponde a apenas 6% do carbono fixado da terra.
(VACCARO et al., 2003; BONAN et al., 2003).

A biomassa vegetal possui a celulose como seu maior componente, a
qual aparece embebida em uma matriz amorfa de lignina e hemicelulose,
formando a lignocelulose que pode corresponder a mais de 90% do peso seco
da célula vegetal de plantas terrestres vasculares. A quantidade de cada um
dos polimeros constituintes da lignocelulose varia com a espécie, idade e parte
da planta. Madeiras moles e duras possuem material lignocelulésico composto,
em média, por 45% de celulose, 30% de hemicelulose e 25% de lignina. Em
gramineas, esse material apresenta a maior variagdo em sua COmposi¢ao
sendo 25-40% de celulose, 25-50% de hemicelulose e 10-30 % de lignina.

Além do componente lignocelulosico, a pectina aparece como importante
polimero constituinte da lamela média e parede primaria da célula vegetal. A
maioria das hortalicas apresenta 30% de celulose, 35% de pectina, 25% de
xiloglicanas e 5% de arabinoglicanas, enquanto que os cereais possuem 30%
de celulose, 5% de pectina, 30% de arabinoxilanas, 30% de glicanas mistas e
4% de xilogliganas (GLAZER; NIKAIDO, 1994; WOOD; KELLOG, 1988).

O consumo da biomassa disponivel, em todo o mundo, gera grande
quantidade de residuos organicos como aqueles derivados da madeira

(cavacos, pé-de-serra e folhas) além dos residuos agricolas e agro-industriais.

Entre esses Ultimos, destacam-se, em volume de produgdo, a palha e farelo de
trigo, casca e sabugo de milho, cascas de aveia e café, bagago de cana-de-
acucar, residuos de frutas e outros vegetais (casca, sementes e polpas)
usados na indastria de alimentos (doces, polpas, sucos, etc). Além desses,
outros, como papel, embalagens, restos de alimentos, etc, sdo gerados pelas
atividades urbana e doméstica. Todos esses residuos podem ser convertidos
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em combustiveis ou proteinas, se submetidos a processos quimicos e/ou
biolégicos (ILYN et al, 2004; SOCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Um dos residuos agro-industriais gerados em maior volume no Brasil € 0
bagago de cana-de-aglcar que representa o principal residuo sdlido de
industrias de aglcar e alcool. O “bagago” como normalmente é chamado, € um
material fibroso resultante da prensagem da cana para extragdo do suco e,
geralmente, € usado na propria industria para queima, visando geragao de
energia elétrica ou para aquecimento de caldeiras. A composigdo média de
bagago de cana-de-agucar & de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25%
de lignina. Quimicamente, pode-se descrever sua composi¢ao como 50% de a-
celulose, 30% de pentosanas e 2,5% de cinzas (PANDEY et al., 2000).

Varios processos tém sido descritos, nos quais o bagago é usado para a
produgao de enzimas através de fermentagdo submersa, na qual o material €
previamente hidrolisado ou pré-tratado (GUTIERREZ-CORREA et al., 1999;
DE-PAULA et al., 1999; DOMINGUEZ et al., 1996). Entretanto, numerosos
processos de fermentagcao em estado sdélido (FES) tém sido desenvolvidos

usando o bagago como substrato, sendo, na maioria deles, como fonte de

carbono para sustentar o crescimento microbiano visando a produgao de
enzimas extra-celulares (TENGERDY, 1996 ; MACHADO et al., 1996), embora
tenha sido usado também como suporte inerte na produgao dessas enzimas
(SOLIS-PEREYRA et al. ,1993).

Muitos microrganismos possuem eficientes sistemas enzimaticos
capazes de converter a lignocelulose presente no bagago em metabdlito

essencial para seu crescimento. Esse complexo enzimatico inclui celulases
(endo-1,4-B-celulase- EC 3.2.1.4, exo-1,4-B-glicosidase -EC 3.2.1.74, exo-1,4-
B-D-celobiohidrolase- EC 3.2.1.91 e B-glicosidase- EC 3.2.1.21), hemicelulases
(B-1,4-D-endoxilanase- EC 3.2.1.8, Exo-1,4-B-xilosidase- EC 3.2.1.37, a-L-
Arabinosidases- EC 3.2.1.55 e Acetil esterases- EC 3.1.1.6) e ligninases
(lacases-EC 1.10.3.2, manganés peroxidase -MnP EC 1.11.1.13 e liginina
peroxidases -LiP EC 1.11.1.14). Enzimas do grupo pectinolitico como pectina
esterases (PE-EC 3.1.1.11), pectina lyase (Exo-PL- EC 4.2.2.9 e Endo-PL- EC
4.2.2.2) e poligalacturonase (ExoPG- EC 3.2.1.67 e Endo PG- EC 3.2.1.15) tém
sido também produzidas quando indutores especificos sdo adicionados ao
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bagaco (KANG et al., 2004; BLANCO et al, 1999; DA SILVA, 1997; FOGART,
KELLY, 1983).

Grande numero de microrganismos foi cultivado com sucesso em
bagago, como espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus,
Cephalosporium, Ceratocystis, Claviceps, Fusarium, Ganoderma, Gibberella,
Neurospora, Phellinus, Phlebia, Pleurotus, Rhyzopus, Polyporus, Trichoderma;
leveduras dos géneros Candida, Pichia, Schwanniomyces, Kuehneromyces e
bactérias como Acinetobacter, Brevibacterium, Cellulomonas, Clostridium,
Klebsiella, Streptomyces e Xanthomonas (PANDEY et al., 2000; ROS et al.,
1993).

Um outro residuo de importancia no Brasil, em fungéo do volume gerado
e das caracteristicas de composi¢do, € o bagago de laranja. Esse material,
formado por casca, polpa e sementes, corresponde a 50% do peso da fruta
fresca (GARZON; HOURS, 1992). Sua composicdo quimica média,
corresponde a 11,8% de fibras, 6,4% de proteinas, 6,3% de nitrogénio, 6,7% de
minerais (Ca, Mg, Fe, Mn, Co, Cu, Zn, P, K e Na), 19,4% de agulcares totais,
9,0% de agucares redutores, 0,1% de pectina e 9,0% de umidade (RIZZATTO,
2004).

O Brasil processa cerca de 80 milhdes de toneladas anuais de laranja e
lim@o, gerando em torno de 30-40 milhdes de toneladas de residuo sodlido.
Esse material € peletizado apds neutralizagdo e desidratacdo com oOxido de
calcio e, praticamente, todo exportado para paises Europeus onde é usado
como componente de ragao (MARTIN et al, 2002; BARRETO et al., 1989).

A grande oferta desses residuos e subprodutos agricolas e
agroindustriais e os problemas ambientais gerados por seu descarte direto, fez
com que, nos ultimos anos, fossem retomadas as pesquisas com 0 processo
de fermentagdo em estado sélido, tendo em vista que esse processo € capaz
de agregar valor a esses materiais, além de consumir pouca energia e produzir
menos material residual. O uso dos residuos vegetais como meios de cuitivo
para crescimento microbiano visando a obtengdo de um produto de interesse

comercial € um procedimento incluido na relagdo das tecnologias “limpas”, de

extrema importancia no mundo atual (ILYIN et al., 2004).
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Como exemplos dessas pesquisas podem ser citadas a deslignificagdo
microbiana do material hemiceluldsico para uso como ragdo animal
(CHAUDHARY et al., 1994; ALANI et al., 1988), obtengdo de composto para
cultivo de cogumelos (PALOMO et al., 1999; BEAUX et al., 1996) ou em
processo fermentagdo buscando a obtengdo de produtos quimicos e
metabdlitos como etanol (DORAN et al., 1994; NAVARRO et al. 1982): xilitol
(FELIPE et al., 1997, DOMINGUEZ et al., 1996; FELIPE et al., 1996; GURGEL
et al, 1995), alcaldides (HERNANDEZ et al, 1993), acidos organicos
(NAMPOOTHIRI ;PANDEY, 1996 ; SOCCOL et al., 1994; MANONMANI ;
SREEKANTIAH, 1987) proteinas para enriquecimento de ragdo animal (single
cell protein) (COLOMBATTO et al.,, 2003; ELSAYED et al., 1994; AZZAM,
1989) e enzimas (KANSOH et al., 1999 ).

O processo fermentativo semi-sélido para produgdo de enzimas, tem
sido aplicado com sucesso, quer para enzimas bacterianas (SOARES et al,,
1999) quer para enzimas fungicas (MUKHEYEE; BANERJEE, 2004; ACUNA-
ARGULES et al., 1995). Os substratos utilizados tém sido o farelo de trigo
(SOUZA et al., 2003; CASTILHO et al.,1999 : ALANA et al., 1990), polpa de
maca (HOURS et al., 1988; HANG ; WOODAMS, 1994), polpa de beterraba
(SIDI et al., 1984), polpa de café (BOCCAS et al., 1994 ; ANTIER et al., 1993),
polpa de cacau (SCHWAN et al, 1997), casca ou bagago de laranja
(FONSECA ; SAID, 1994; GARZON; HOURS, 1992; LARIOS et al., 1989),
bagago de cana (ACUNA-ARGUELLES et al., 1994) entre outros.

Residuos ricos em pectina como aqueles derivados de frutas e hortaligas
e farelo de trigo sdo indutores naturais das pectinases, além de suprirem as
necessidades basicas de fonte de carbono prontamente assimilavel e de
nutrientes para o inicio do desenvolvimento microbiano, ou seja, o crescimento
basal para iniciar a hidrolise enzimatica dos polimeros constituintes do residuo
(MIKAHAILOVA et al., 1994). Esses residuos, combinados ao bagago de cana
como suporte, podem constituir 6timo substrato para o crescimento microbiano
e a produgdo de pectinases visto que as fibras do bagago evitam a

compactagao do substrato, permitindo a uma mais eficiente a aeragdo do meio
(HUERTA et al., 1994 ; ACUNA-ARGUELES et al. ,1994).
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2-Fermentagao em estado sélido (FES)

Fermentagdo em estado sdlido (FES) pode ser definida como um
processo que ocorre na auséncia ou proximo da auséncia de liquido no espago
entre as particulas (LONSANE et al., 1985). A agua, nesse sistema, esta
contida no substrato, cuja capacidade de retengao de liquido varia com o tipo
de material. Fibras de celulose, por exemplo, sdo capazes de reter 10g de agua
por grama de matéria seca. Na fermentagdo submersa (FSM), ao contrario, os
nutrientes e microrganismos estao submersos em agua (GRIGELMO-MIGEUL;
MARTIN-BELLOSO, 1999).

O crescimento e metabolismo microbianos sempre ou quase sempre,
ocorrem na fase aquosa, assim como, a difusdao dos solutos e/ou substratos. A
troca gasosa, por sua vez, pode ocorrer tanto na fase liquida quanto na fase
gasosa. Na fermentagdo em estado sélido, a fase liquida é representada pelo
filme aquoso que fica ao redor das ceélulas, enquanto o espago entre as
particulas é ocupado pela fase gasosa. Portanto, a substituicao da fase liquida
pela gasosa aumenta a transferéncia de oxigénio, porém, impede a difusao de
solutos e dos substratos e interferem sobremaneira no desenvolvimento do
microrganismo (GERVAIS et al., 1996).

As trés fases, solida, liquida e gasosa, estdo presentes no meio liquido e
no soélido, mas ndao na mesma proporgao e, portanto, a cinética de difusao e as
caracteristicas reolégicas e termodinamicas (aw, pressdo osmética) sao
diferentes. Ainda, no processo sélido, a proporgao de cada fase depende do
tipo de substrato usado. Entretanto, a maior diferenga entre fermentagao em
meio solido e fermentagdo em meio liquido, esta no fato de que, nesta ultima, a
mistura entre os componentes do processo (microrganismos, nutrientes e
metabdlitos) & homogénea e uniformemente distribuida em todo o fermentador.
Essa mistura perfeita evita a formagdo de camadas diferenciadas ao redor da
célula microbiana, que limitam o fenémeno de difusdo de nutrientes e
metabdlitos e a troca gasosa que afetam o desenvolvimento do microrganismo.
Nesse sentido, 0 meio sdlido deve ser considerado um meio heterogéneo em

termos de populagdo microbiana e concentragéo de solutos (GRIFFIN, 1981).
Quanto maior for a heterogeneidade da mistura na fermentagéo solida,

menos precisos sd0 os resultados. Para reduzir essa heterogeneidade pode-
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se usar sistema com misturador, microrganismos com maior capacidade de
expansao do crescimento no substrato, como fungos filamentosos e a aeragao
forgada para remover o CO,, dissipar calor e distribuir a umidade (GERVAIS;
MOLIN, 2003).

Os fungos tém sido considerados os organismos mais adaptados a FES
em fungao da capacidade de suas hifas de crescer na superficie da particula e
por penetrarem nos espagos interparticulas colonizando os substratos solidos
(SANTOS et al., 2004). Porém, varios trabalhos tém mostrado resultados muito
satisfatorios de obtengdo de diferentes produtos por FES utilizando culturas
bacterianas (KASHYAP et al.,, 2003; KAPOOR et al., 2000; CAO et al,
2000;SOARES et al., 1999).

Na FES, o material sélido usado pode servir, a0 mesmo tempo, de
suporte fisico e como fonte de carbono e nutrientes para sustentar o
crescimento microbiano ou somente com um suporte fisico inerte ao qual séo
adicionadas a solugao de nutrientes e a fonte de carbono. Esse material solido
geralmente € um composto natural constituido de subprodutos e residuos
agricolas e agroindustriais, residuos de atividade urbana, etc, ou material
sintético (PANDEY, 2003).

Entre os fatores caracteristicos da FES, a baixa atividade de agua do
meio sélido € o que mais influencia todos os aspectos da fisiologia do
microrganismo, como crescimento vegetativo, esporulagdo e germinagao de
esporos, além da produgao de metabolitos, produgao e atividade de enzimas.

Fungos crescendo em FES, com baixa a,, tendem a acumular em suas
células, poliols como glicerol, manitol, eritrol e arabitol. A composigao do “pool”
de poliols depende da condicdo de crescimento e representa uma adaptagao
as condigdes de baixa umidade em FES, de modo a manter a presséo de
turgor das células. Esses compostos sdo secretados pelo micélio e constituem
o conjunto de metabolitos presente no material fermentado (HOLKER et al.,
2004).

Uma outra classe de metabolitos gerada em FES sd3o os &cidos

organicos. O fungo A. niger é um potente produtor de &cido citrico, cuja
produgdo chega 1g por Kg de substrato, enquanto A. oryzae produz acido

oxalico, embora em menor proporgao ( BIESEBEKE et al., 2002).
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A expressdo diferenciada de proteinas em FES tem sido estudada
(AGUILAR et al., 2004). A glucoamilase B (glaB) de A. oryzae é altamente
induzida durante a fermentagédo do Koji em FES, porém, n3o é encontrada em
FSM. Estudos moleculares revelaram que a regido GC-box é o elemento-cis do
promotor e responsavel pela expressédo da enzima em condigdes de baixo a,
alta temperatura e na presenga de barreiras fisicas a expansdo das hifas
(ISHIDA et al., 2000; ISHIDA et al, 1998). Foram também identificadas duas
proteases que somente sdo expressadas em FES (BIESEBEKE et al., 2002).

A produgdo de enzimas extracelulares por Trichoderma viridae foi
fortemente afetada pelo aw. A produgdo maxima de poligalacturonase e
Xilanase ocorreu a a,, de 0,99, enquanto que a sintese de B-glucosidase foi
aumentada em a,, de 0,96 a 0,98 (GRAJEK, GERVAIS, 1987).

Em FES, outro fator a ser considerado é a aeragdo, a qual tem varias
fungles: a oxigenagao, a remogao do CO,, a dispersdo do calor (regulando a
temperatura do meio), a distribuicdo do vapor d’agua (regulando a umidade) e
a distribuicdo de componentes volateis produzidos durante o metabolismo. A
taxa de aeragéo depende da porosidade do meio e as 0, e ,CO, devem ser
otimizadas para cada tipo de meio, microrganismo e processo (CHAHAL,
1987). A producao de compostos de “flavor”, que & uma caracteristica da FES,
é relacionada com a baixa disponibilidade de oxigénio no meio, resultando na
producdo de compostos de cheiro como alcoois, aldeidos e cetonas (FERON et
al., 1996).

A temperatura esta diretamente relacionada com o ay e a aeragdo. Uma
grande limitagdo da FES é a dificuldade de remogdo do excesso de calor
gerado pelo metabolismo do microrganismo, devido a baixa condutividade
térmica do meio sélido. Na pratica, a FES requer a aeragdo como veiculo de
dissipagao de calor, muito mais do que para suprimento de O, (VIESTURS et
al., 1981). O aumento da temperatura num biorreator provoca a desnaturagao
do produto, principalmente de substancias termolabeis (SANTOS et al., 2004).

Apesar dos problemas de condugdo da fermentagdo em meio sélido,
cujos principais pontos foram destacados, inimeras vantagens desse processo

em relagcdo a fermentagdo em meio liquido sdo levantadas (HOLKER et al.,
2004).
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Na comparagao da produgédo de enzimas por FSM e por FES tem-se
constatado uma maior quantidade nesta ultima (AGUILAR et al., 2004). A
producéo de poligalacturonase e pectinaliase por Asperygillus niger foi cerca de
5 e 1,3 vezes maior em FES do que em FSM, respectivamente (TARAGANO;
PILOSOF, 1999).

SOLIS-PEREYRA et al. (1993) compararam as produgdes de endo-
poligalacturonase (endo-PG) e exo-poligalacturonase (exo-PG) por Aspergillus
niger em FES e FSM. Os resultados obtidos por esses autores mostraram que
a producdo de ambas as enzimas foi maior em FES. Os dados mostraram
ainda que, além de proporcionar uma maior atividade das enzimas, o tempo
requerido para a sintese foi menor na FES. Além disso, nesse processo, a
sintese das enzimas foi estimulada quando o substrato possuia altas
concentragdes de agucar, enquanto que em FSM, a produgdo decrescia,
indicando a ocorréncia de repressdo catabodlica neste Ultimo sistema e
auséncia no primeiro.

Estudos da produgdo de invertase por A. niger indicaram que o fungo
cresceu mais eficientemente e produziu mais enzima em FES do que em FSM,
quando os niveis de sacarose foram altos. Esses estudos sugeriram que 0s
altos niveis do aglcar impediram a desnaturagdo da enzima, em FES
(VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003). Os mesmos autores demonstraram que o
fungo produziu maior quantidade de pectinase em FSM, porém, quando a
sacarose foi adicionada, a maior produgao foi obtida em FES, corroborando
dados de outros autores que mostraram que a produgdo de enzimas € mais
sensivel a repressao catabodlica em FSM.

Ainda, propriedades intrinsicas das moléculas de proteinas
extracelulares microbianas como temperatura e pH 6timos para a atividade,
termoestabilidade, estabilidade em diferentes faixas de pH e afinidade pelo
substrato, em muitos casos, também mostram ser influenciadas pelo tipo de
processo fermentativo usado para a produgdo das mesmas (ALAZARD ;
RAIMBAULT, 1981).

Acuna-Arguelles et al (1995) compararam as propriedades de endo e
exo-PG produzidas por Aspergillus niger em FES e FSM. Os resultados

revelaram que houve diferencas na estabilidade a diferentes valores de pH e
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temperatura e nas taxas de afinidade pelo substrato. Quando expostas a 60°C
por 30 minutos, a endo e exo-PG de origem em FES mantiveram cerca de 90 e
70% da atividade original, enquanto que aquelas obtidas por FSM mantiveram
apenas 40% da atividade. A endo-PG mostrou-se estavel na faixa de pH entre
2,6 a 6,0 quando produzida por FES e entre 6,0 e 7,0 quando produzida por
FSM. A exo-PG obtida por FES foi estavel entre 3,5 e 5,0 e entre 4,0 e 5,0
quando obtida por FSM. A endo-PG produzida por FSM mostrou uma maior
afinidade pelo substrato, enquanto que a exo-PG nao mostrou diferengas nesta
propriedade quando produzida nos dois processos fermentativos.

Varios autores tém também relatado uma menor produgdo de protease
em FES, durante estudos de obtengdo de outras enzimas por esse processo
meio (BATTAGLINO et al., 1991; AURIA et al., 1990). A presenga de proteases
no meio fermentado tem sido associada ao decaimento maior da atividade da
enzima alvo do processo fermentativo, em meio liquido, refletindo na menor
produtividade obtida nesse meio (VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003).

3- Conclusoes, perspectivas de problemas a serem resolvidos e relagdo
com a linha de pesquisa desenvolvida.
A economia brasileira esta baseada na produgao agricola, tendo como

principais produtos, em relagdo a valores no mercado internacional, a soja e

outros gréos, a cana-de-agucar, o café, mandioca e frutas. Além do comércio

de produtos agricolas “in natura”, o setor agroindustrial, com 0 processamento
de sucos de frutas e produgao de alcool e agucar, tem se posicionado como
uma importante fonte de exportagao do pais. Essas atividades geram milhares
de toneladas de subprodutos como o bagago de cana e o bagago de laranja.
Além desses materiais, residuos de produtos agricolas como casca de frutas,
farelo de trigo, palha e sabugo de milho, etc, sdo gerados em grande
quantidade, sem nenhum valor agregado e geram problemas ambientais no
descarte.

Em fungdo da grande disponibilidade desses residuos e da perspectiva
de aumentar ou atribuir valor aos mesmos, possibilitando uma fonte de renda

alternativa para propriedades rurais, o grupo optou por utiliza-los como
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substratos para a producdo de enzimas, através da fermentagdo em estado
sélido. Diversos residuos e subprodutos agricolas foram pesquisados como
meios de cultivo para crescimento de fungos e bactérias, visando a produgao
de pectinases, xilanases, celulases e ligninases, em FES, utilizando cepas
microbianas isoladas da nossa microbiota. Ainda, foram realizados estudos
comparativos das propriedades das enzimas (na forma bruta) produzidas por

FES e FSM, cujos resultados sdo apresentados nos artigos a seguir.
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ABSTRACT

Pectin Ivase and polygalacturonase production by newly isolated Penicillium viridicatum strain Rfc3 was
carried out by means of solid state fermentation using orange bagasse, com tegument, wheat bran and mango
and banana peels as carbon sources. The maximal activity value of polygalacturonase (Pg) (30U.g") was
obtained using wheat bran as carbon source while maximal pectin lyase (Pl) (2000 U.g') activity value was
obtained in medium composed of orange bagasse. Mixtures of banana or mango peels with sugar cane
bagasse resulted in increased Pg and Pl production compared to fermentations in which this residue was not
used. The mixture of orange bagasse and wheat bran (50%) increased the production ef Pgand Plto 55 U.g" and
3540 U.g "' respectively. Fractions of Pg and PI, isolated by gel filtration in Sephadex G50. presented optimum
activity at pH 5.0 and 10.5 respectively. Maximal activity of Pg and Pl fractions was determined at 55°C and
50°C respectively. Pg was stable in neutral pH range and at 40°C whereas Pl was stable in acidic pH and at

35°C, for | h.

Key words: Penicillium viridicatum, polygalacturonase, pectin lyase, wastes, by-product

INTRODUCTION

A large number of microorganisms, isolated from different
materials, have been screened for their abiliry to degrade
polysaccharides present in biomass, producing protein or
higher value products (7,29,39).

Among depolimerizing microbial enzymes. pectinolytic
enzymes, which degrade pectin present in varying abundance
in the middle lamella and primary cell walls, have great commercial
importance for various industrial applications like improving
juice yields and clarity (3,12). The use of liquefying enzymes for
mash treatment results in improvement of juice flow, leading to
a shorter press-time, without the necessity for pressing aids
(35). Atthe same time, pectin is broken down to such an extent

that the viscosity of mash is reduced (28). Other arcas of

application include the paper and pulp industry (36), waste
management (13). animal feed (6) textile industry (4).
Pectinolytic enzy mes are classified according to their mode

of attack on the galacturonan part of the pectin molecule. They

can be distinguished from pectin methylesterases (EC 3.1.11.1).
that deesterify pectins to low methoxyl pectins or pectic acid.
and form pectin depolymerases. that split the glycosidic
linkages between galacturonosyl (methyl ester) residues.
Polygalacturonases split glycosidic linkages next to free carboxy |
groups by hydrolysis while pectate lyases split glvcosidic
linkages next to free carboxyl groups by f3-elimination. Both endo
types of Pgsand PAls (EC 3.2.1.15and EC 4.2.2.2, respectively)
are known to randomly split the pectin chain. Exo-Pgs (EC
3 2 6?) rclcase monomers or dimmers from the non- rcducin“

unsaturated d:mmcrs from the r;duung end. Highly methy I.m.d
pectins are degraded by endo-pectin lyases (Pl; EC 4.2.2.10) and
also by a combination of pectin esterases with Pg or PA1(10.34).

Major impediments to the exploitation of commercial enzames
are their yield, stability, specificity and the cost of production.
New enzymes for use in commercial applications with desirable
biochemical and physico-chemical characteristics and a low cost
of production have been the focus of much research.
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Appiication of agro-industrial wastes as carbon sources in
enzyme production processes reduces the cost of production,
and also helps in solving problems with their disposal (33).

In this paper we report the production of pectolytic enzymes
by a newly isolated strain of Penicillium viridicarum Rfe3 by
solid-state fermentation using agricultural wastes and agro-
industrial by-products. Some physico-chemical characteristics
of the enzymes fractions arc presented.

MATERIALS AND METHODS

Microorganism

The Penicillium vericatum Rfc 3 strain used in this study
was recently isolated from decaying vegetable collected in Bady
Bassit-SP/Brazil. The strain was maintained on potato dextrose
agar (PDA) slopes as a stock culture,

Media, cultivation of microorganism and enzyme production
The solid substrates were prepared as follows:

a) Orange bagasse. The pellet of orange bagasse (pressed
mixture of pulp and peel) was provided by Citrovita Agro-
industrial Ltda/Catanduva/SP/Brazil. Chemical analysis
indicated that the dry material was composed of | 1.8% fiber,
6.4% protein. 63.0% nitrogen, 6.7% ash, 19.0% total sugar
(9.0% reducing sugar) and 0.1% pectin. The material was
ground and particles sieved by a Bender USS 230 strainer
and dried at 80°C.

Sugar cane bagasse: The sugar cane bagasse was provided
by Usina de Agucar e Alcool Sio Domingos: Catanduva/
SP/Brazil. Chemical analysis indicated that the dry material
was composed of 75.0% fiber, 0.5% protein. 3.0% nitrogen,
3.4% ash, 10.4% total sugar (3.5% reducing sugar).The
material was ground and particles sieved by a Bender USS
230 strainer and dried at 80°C.

Wheat bran: This material was purchased from the local
market, dried and used untreated. Chemical analysis indicated
that the dry material was composed of 8124 fiber, 15.7%
protein, 63.0% nitrogen. 4.6% ash, 16.7% total sugar (5.2%
reducing sugar).

Banana and mango were purchased from the local market.
The peels were removed. dried and ground to about 2 mm in
particle size. The total and reducing sugar contents in banana
peelwere 26.2% and 13.2%, respectively and in mango peel
were 39.3% and 19.5%. respectively. No other chemical
analyses were performed. The dried peels were not submitted
to any chemical treatment.

Com teguments were supplied by Laborawrio de Cereais’
Departamento de Engenharia de Alimentos IBILCE/UNESP
Sdo Jos¢ do Rio Preto/SP/Brasil, as a residue from com
processing. The total and reducing sugar content were 10.4%
and 3.3%. respectively. No other chemical analyses were
pertormed.
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Solid-state fermentation (SSF) was carried out using a 250
ml Erlenmeyer flask containing 5g of sterilized substrate (120°C/
40min) inoculated with 10 ml aliquots of conidia suspension
(approx. 107 spores/g dry substrate) obtained from a 7-day agar
slant culture suspended in sterile Tween 80 solution. After
inoculation, 10 ml of nutrient solution, composed of 0.1%
NH.NO;; 0.1% NH.H:PO,; 0.1% MgSO,x 7TH,0, was added to
each flask. The final moisture content of the medium was
approximately 67%. The substrates were mixed in proportions
of 50%. .

The cultivation was carried out at 30°C for 14 days. At48h
intervals, the solid fermented material corresponding to one
Erlenmeyer flask was mixed with 40 ml distilled water, stirred for
40 min, filtered under vacuum and centrifuged. The superatant
was used as crude enzyme solution.

Enzyme activity measurements

Polygalacturonase (Pg) activity was determined by
measuring the release of reducing groups from citrus pectin
using the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) reagent assay (25). The
reaction mixture containing 0.8 ml 1% citric pectin 67%
methoxylated (Braspectina-Limeira/SP/Br) in 0.2M acetate
buffer, pH 5.0 and 0.2 ml of crude enzymne solution, was incubated
at 50°C for 10 min. One unit of enzymatic activity (U) was defined
as the amount of enzyme which releases one mmol of
galacturonic acid per minute.

Pectin lyase (P1) activity was determined by measuring the
increase in absorbance at 235 nm of substrate solution (0.8 ml

% citric pectin in 0.2M tris-HCl buffer, pH 8.5) hydrolyzed by

0.2 ml enzyme solution, at 50°C. Onc unit of enzymatic activity
(U) was defined as the amount of enzyme which releases | umol
of unsaturated uronide per minute, based on the molar extinction
coefficient (€=5500) of the unsaturated products (2).

The enzyme production was expressed in units per gram of
initial dry solid substrate (U.g"').

Separation of the pectinascs

The crude enzyme (300 ml). obtained after 2 and 14
cultivation days on orange bagasse and wheat bran mixture
(50% w/w), was slowly dispersed in two volumes of iced ethanol
and maintained at -20°C for 2 hours. The resulting precipitate
was collected by centrifugation (20.000xg for 20 min), dissolved
in the smallest possible volume ot tris-HCI buffer (50 mM. pH
7.4) and applied to a Sephadex G 50 column (3 x 100c¢m)
equilibrated with 50 mM tris-HCl bufTer (pH 7.4). The enzymes
were eluted with the same butler.

Enzyme characterization

The fractions of Pg and P1. obtained from gel filtration. were
used for the characterization assavs.

Optimuem pH and temperature tor enzvme activin': The enzyme
activity was determined at 50°C. in different pH using sodium
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acctate (pH 3.0-5.0). citrate-phosphate (pH 5.0-7.0), tris-HCI (pH
7.0-8.5)and glycine-NaOH (pH 8.5-11.0) as buffers. The optimum
temperature within the 30-70°C range was determined by
incubation of the reaction mixture at optimum pH.

pH and temperature stabiliny: Enzyme solution was
dispersed (1:1) in 0.2M buffer pll 3.0-5.0 (sodium acetate), pH
5.0-7.0 (citrate-phosphate), pH 7.0-8.5 (tris-HCl) and pH 8.5-11.0
(glycine-NaOH) and maintained at 25°C for 24h. An aliquot was
used to determine the remaining activity at the optimum pH and
temperaturc for enzymes. For the temperature stability
determination, the enzyme solution was incubated at different
temperatures (30°C - 70°C) for Ih at pH 5.0. An aliquot was
withdrawn and placed on ice before assaving for residual
pectinase activity at optimum pH and temperature.

RESULTS AND DISCUSSION

Production of pectinases by SSF

The tungus Penicillium viridicatum Rfc3, when grown in a
media containing wheat bran, orange bagasse, com tegument,
banana and mango peels or mixture of these matenals with sugar
cane bagasse (50% w/w) produced polygalacturonase and
pectin lyase. Enzyme production by SSF was analyzed durning
14 days and the experiments were carried out in five assays
(Table 1). Polygalacturonase production peaked between the
4™and the 6™ days of cultivation when the substrates contained
no sugar cane bagasse. In media composed of orange bagasse,
wheat bran and com tegument, a first peak was obtained after
the 4" of fermentation and a second and smaller peak. at the 12"
day (data not shown). The maximal activity value of Pg (30U.g™")
was obtained using wheat bran as carbon source.

Pl production in media composed by only one type of waste
was obscrved in the beginning of fermentation and peaks of
production occurred between the 2™ and thel0™ days. The

Table
industrial by-products.
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maximal Pl activity value was obtained in media composed of
orange bagasse (2000 U.g")(Table 1).

Mixtures of high sugar content wastes such as banana
(13.2%) and mango (19.5%) peels with sugar cane bagasse
resulted in increase in the Pg and Pl production compared to
fermentations in which the bagasse was not used (Table 1). It
is known that the synthesis of pectinases by fungi is subject
to catabolic repression by high free sugar concentration
affecting inducible and constitutive enzymes (1,19). On the
other hand, the consistence and size of particles in media
composed of banana and mango pecls interfered in their
packing during the fermentation. since the bed remained static
(nonmixed system), affecting the gas and heat exchange within
the system (27).The addition of fibrous material as sugar cane
bagasse increased the interparticle spacing, possibly
increasing the acration and diffusion of nutrient and enzyme,
as shown by Mitchell er al. (26). When solely sugar cane
bagasse was used as carbon source, there was no growth of
P. viridicatum (data not shown), indicating that the
microorganism was not able to hydrolyse enough cellulose
and hemicellulose fibers to support mycelium formation. These
supposition was confirmed by the low level of cellulase and
xilanase produced by this fungus in the experiments (data not
shown). The sugar cane bagasse appcared to be only a solid
inert support, being microorganism growth and enzyme
production stimulated by wastes addition. The use of sugar
cane bagasse as support is suitable for the growth of
filamentous fungi and it allowed the utilization of high-
concentration substrate solutions (30). This supposition is
confirmed in solid-state culture of Aspergillus niger (31).

Our results indicated that, in addition to the effect of
reducing sugar concentration. Pg and Pl production was
influenced by media composition, reaching higher values in
media containing high pectin and’ nutrient concentration

1. Production of pectinase (U.g ') by P vidiricarum Rfc3 in solid state fermentation using agricultural wastes and agro-

Substrate

Polygalacturonasc

Pcctin lyasc

Maximal production

(Ugh

Cultivation
(days)

Culuvation
(days)

Maximal production
(Leg')

30.0
12.0

5.0
10.0

Wheat bran
Orange bagasse
Mango pecl
Com tegument
Banana pecel 15
Sugar cance bagasse and wheat bran 27.0
Sugar cane bagasse and orange bagasse 9
Sugar canc bagasse and mango pecl
Sugar cane bagasse and com tegument
Sugar cane bagasse and banana pecl
Orange bagasse and wheat bran

W — s
n b n Lh
[E* R == R es o}

1200
2000
430
650
150)
1300
2300
1 300)
300
1000
3340
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(orange bagasse and wheat bran). The mixture of orange
bagasse and wheat bran showed to be the best medium for
pectinase production. with 55.2 U and 3540 U of Pg and Pl per
gram of substrate, respectively. The effect of different carbon
sources on pectinase synthesis by fungi in submerged and
solid-state fermentation have already been studied, and it is
generally agreed that the optimum medium for the enhanced
production of extracellular pectinase is that containing pectic
materials as an inducer (14,16,20,29,40).

The quantities of Pg and Pl obtained in our study were
high compared to those reported for pectinolytic strains such
as Aspergillus niger (25 U Pg and 350 U Pl per gram of
substrate), P. italicum (6U Pl/g e 25U Pg/g), P. frequentans
(3.4 U Pg/g)and A. foedidus (1000 U Pl/g) cultivated on solid
substrates (8,9.18.21). However, the companson of enzyme
levels produced by different organisms is not straightforward,

o
=
=
=
=
o
@
o
a

6 8
Time (day)

Pl activity (Uxg")

A

140 116

Time (day)
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since distinct culture conditions and enzyme activity
determinations have been used. &

These results showed that SSF was suitable for pectinase
production by P. viridicatum using agricultural and agro-
industrial wastes and by-products.

Assays to evaluate the effect of temperature incubation
(28°C and 30°C) and initial pH of the medium (4.5 and 5.0) on Pg
and Pl production were carried out. The results indicated that
maximal quantity of Pg was not significantly influenced by
temperature or pH, but the production profile of this enzyme,
during fermentation period, varied as a function of initial
substrate pH (Fig. la; 1b). AtpH 5.0, the peak of Pg production
occurred in the 4" day whereas at pH 4.5, in the 8" day. The pH
values seem to influence enzyme stability (Fig la: 1b). On the
other hand, Pl production decreased at 30°C, although the pH
effect was similar to that observed for Pg production.

w
o

EN
o

o]
o

Pg aclivity (Uxg")
(%)
=}

o
o

6 8
Time (day)

P1 activity (Uxg")

Time (day)

Figure 1. Pectinase production by Penicillium viridicatum in orange bagasse and wheat bran mixture (1:1). Full symbol (A,D):
28°C and open symbol (B.C): 30°C. Poly galacturonase: Ml [J opH 4.5: @ O pH 5.0; Pectin lyase A A pH 4.5; ¢ O pH 5.0.
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Enzymes separation by gel filtration

Gel filtration in Sephadex G50 of the crude enzyme solutions
obtained after two days of fermentation resulted in two peaks
of Pg and four peaks of Pl (Fig. 2a). Enzyme solution, obtained
from medium after 14 days of fermentation, presented three peaks
of Pg and two peaks of P1 (Fig. 2b). The position of the enzymes
in the chromatogram suggests that two Pgs (I and II) and one Pl
(I1V) are produced during the whole fermentation period, while
three PI (I, Il and IIT) are observed only in the initial stage of
fermentation. A fter 14 days, both Pg (I1I) and P (V) are produced.

The comparison between Pg and Pl production during
growth of P, viridicatum suggests a sequential induction of
these enzymes. Sequential production of pectinases have been
reported by various authors for different microorganisms

Pg activity (Uxg™)
PI activity (Uxg

06 08
vol eluition (l)

1.0

80
1 60
1 40

__\j \ 1 20

- 0
06 08 10 12
vol eluition (1)

Pg activity (Uxg™)
Pl activity (Uxg™)

1.4

Figure 2. Gel filtration of pectinases from Penicillium vericatum
Rfc3 on sephadex GS50.The column was equilibrated with 50
mM Tris-HCI buftfer at pH 7.0. The enzymes eluition was
developed by the same buffer at a flow rate of 24ml/h, and the
efTluent was collected in 6 ml fractions. a= crude enzyme obtained
after 2 days and b= crude enzyme obstained after 14 days of
fermentation. M polygalacturonase; @ pectin lyase.
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(11,15,21,24,38) indicating that this is characteristic of fungi and
bacteria. Other hemicellulolytic enzymes presented similar
profiles (22).

Enzyme characterization

Characterization of the fractions of polygalacturonase (1)
and pectin lyase (IV) obtained by gel filtration in Sephadex G50
was carried out. Pg exhibited maximal activity at pH 5.0 (Fig.3a)
and Pl, at pH 10.5 (Fig. 3b). Pg Il was stable at pH 5.0-8.0 and
maintained 80% of its activity at pH 9.0 (Fig. 3a). Pl was more
sensitive to pH variation, presenting maximum stability at pH
3.5-4.5 which declined to 80% at pH 5.0 and to 60% at pH 6.0
(Fig. 3b).

The optimum temperature for Pg activity was 55°C,
presenting 90% of the maximum activity at 60°C and 67% at
65°C (Fig. 4a). As illustrated in Fig. 4b, Pl presented optimal
activity at 50°C and 67% of this activity at 55°C. After incubation

[o%) \s] W
o (9] o

-
w

Pg activity (Uxg™)
Residual activity (%)

10

Residual activity (%)

Figure 3. Effect of pH on the Polygalacturonase (a) and Pectin
lyase (b) activity and stability. Full symbol = enzyme activity:
open symbol= enzyme stability.

AVA
AVAYAY

Eur‘esp“v 12 13 14 15 16 17 18 19



at40"C for Ih, the retained activities of Pg and Pl were 100% and
R0% respectively. After That 50°C 55% of original Pg activity
was maintained while the same conditions of incubation reduced
original Pl activity by 60% (Fig. 4a,b).

Previous data indicated differences between physico-
chemical properties of enzyme in crude solution (data not shown)
and Pg and Pl fractions. Pg I fraction presented higher optimum
temperature than crude enzyme solution, which maximal activity
between 45 to 50°C. The fraction studied was stable in neutral
pH while activity of the crude enzyme was highest in acidic pH.
PITV fraction showed to be more alkalophilic (optimum pH was
10.5) and more thermostable than the crude enzyme, which
presented optimum pH of 8.5 and maintained only 30% of the
original activity at 40°C. These data indicate that pectinases
with different properties were produced.

The optimum pH (5.0) found for Pg [ from P. viridicatum
Rfc3 is comparable to that from other fungal strains. On the

30
25 '
20
15

10

(=]
>
2
o
2
[3]
@
o
o

Residual activity (%)

5

FIS SRrU SRE WU N - i

0 P |
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperature (°C)

Pg activity (Uxg")
Residual activity (%)

P SNNEPR SSU [T [N RN SN TN M TR ST
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperature (°C)

Figure 4. Effect of temperature on the Polygalacturonase (a)
and Pectin lyase (b) activity and stability. Full svmbol = enzyme
activity; open symbol= enzyme stability.
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other hand, optimum pH for P1TV (10.5-11.0) is above the one
found for fungal P1(42), being similar to pectinases from bacteria
(Bacillus sp) described by Kobayashi er al. (23).

In terms of thermal stability and optimum temperature for
activity, pectinases from P. viridicatum Rfc3 were similar to
those reported for several fungal species (36,37). Pectinases
from Aspergillus strains have been described as susceptible to
denaturation in temperature above 50°C (5,17,41).

The present work shows that is feasible to use agro-
industrial wastes and agro-industrial by-product for production
of polygalacturonase and pectin lyase by Penicillium
viridicatum strain Rfc3. This newly isolated fungus is able to
produce extracellular polygalacturonase and pectin lyase during
solid state fermentation, in which uifferent pectinases are
produced.
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RESUMO

Produg¢io de pectinases por Penicillium viridicatum
RFC3 através de fermentag¢io em estado soélido, usando
residuos agricolas e sub-produtos agroindustriais

A produgdo de pectina liase (Pl) e poligalacturonase (Pg) por
cepa de Penicillium viridicarum Rfc3, recentemente isolada., foi
estudada por meio de fermentagdo em estado solido usando
bagago de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo e cascas
de manga e banana como fontes de carbono. Quando os residuos
foram utilizados isoladamente, o valor maximo de atividade de Pg
(30U g") foi observado em meio de farelo de trigo, enquanto que
o valor maximo para atividade de PI (2000 U g"') foi obtido em
meio de bagago de laranja. Misturas de cascas de banana ou de
manga com bagago de cana-de-agucar (50% p/p), resultaram em
aumento na produgdo tanto de Pl quanto de Pg, quando
comparado com 0s experimentos nos quais esses materiais foram
usados isoladamente. A mistura de bagago de laranja e farelo de
trigo (50%) elevou a produgio de Pg e Pl para 55 U.g"' e 3540
U.g", respectivamente. O fracionamento das enzimas presentes
na solugdo enzimatica bruta, através de filtragio em gel Sephadex
G50, resultou na obtengdo de diferentes fragdes de Pl e de Pg. As
fragdes de Pg e Pl, as quais foram caracterizadas, apresentaram
atividade 6tima em pH 5,0 ¢ 10.5, respectivamente. A atividade
méxima da fragdo de Pg foi obtidaa 55°C e, para P1,a 50°C. A Pg
foi estavel em valores de pH proximos a ncutralidade e a 40°C,
enquanto que a Pl foi estivel em pH dcido ¢ a 35°C, poruma hora.

Palavras-chave: Penicillium viridicatun, poligalacturonase,
pectina liase, “wastes, by-product™.
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PRODUCTION OF PECTINASE BY SOLID STATE FERMENTATION WITH
Penicillium viridicatum RFC3
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Endo-polygalacturonase (endo-PG), exo- polygalacturonase (exo-PG) and pectin
liase(PL) were produced by solid-state fermentation of a mixture of orange bagasse and
wheat bran (1:1) with the filamentous fungus Penicillium viridicatum RFC3. This substrate
was prepared with two moisture contents, 70 and 80%, and each was fermented in two types
of container, Erlenmeyer flask and polypropylene pack. When Erlenmeyer flasks were used,
the medium containing 80% of initial moisture afforded higher PL production while neither
exo nor endo-PG production was influenced by substrate moisture. The highest enzyme
activities obtained were 0.70 U.ml™ for endo-PG, 8.90U mL™ for exo-PG, and 41.30 U ml,
'for PL. However, when the fermentation was done in polypropylene packs, higher production
of all three enzymes was obtained at 70% moisture (0.7 and 8.33 U mL™ for endo and exo-PG
and 100 U mL” for PL). An increase in the pH and decrease in the reducing sugar content of
the medium was observed. The fungus was able to produce pectin esterase and other

depolymerizing enzymes such as xylanase, CMCase, protease and amylase.
Introduction

The growing conditions in solid-state fermentation (SSF) approximate the natural
habitat of filamentous fungi more closely than those in liquid culture, so these
microorganisms are able to grow well on solid substrate and excrete large quantities of
enzyme [5). Waste material from agro-industrial processes may be used as the substrate for

microbial growth. The organic matter in this material is used both as a source of energy for

growth and as carbon for synthesis of cell biomass and other products of microbial

metabolism, so that the waste is upgraded and valuable products may be synthesized [10].
One of the largest cellulosic agro-industrial by-products abundantly produced in

Brazil is orange bagasse, from the citrus juice industries. Orange bagasse, composed of peel,
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seed and pulp, is dried and marketed as a component of animal feed, but since the selling
price of the products is low and the evaporation of water from this waste consumes large
amounts of heat, the production of dried citrus feed is valuable only as a waste disposal
method, with marginal economic benefits [10]. Several processes and products have been
reported that utilize orange bagasse as a raw material. These include products of fermentation,
such as protein, ethanol and enzymes [6, 11, 16].

Pectinases are a group of enzymes that hydrolyze the pectin present in vegetable
cells by various mechanisms and are divided into those that lyse glycosidic bonds along the
polymer backbone - polygalacturonase, pectin lyase and pectate lyase - and those that split
methoxy groups -pectin esterase [4]. According to several authors [1, 2, 11, 16] the
production of these enzymes on solid substrate, such as agricultural residues, is affected by
culture conditions such as moisture, pH and type of bioreactor.

In light of the above points, the aim of the current study was to investigate the
production of polygalacturonases (endo and exo) and pectin lyase by Penicillium viridicatum
RFC3, by means of solid state fermentation of a mixture of orange bagasse and wheat bran
(1:1) in Erlenmeyer flasks and polypropylene packs, at two different substrate moisture

contents.

Materials and methods

Microorganism and inoculum: The microorganism used was Penicillium viridicatum RFC3
isolated from decaying vegetable in Sdo José do Rio Preto, SP, Brazil and maintained as stock
culture on Sabouraud dextrose agar (Oxoid) containing 0.3% citrus pectin. Conidia were
suspended in 0.1% Tween 80 and a volume equivalent to 107 spores per gram of substrate was

used as inoculum.

Medium for solid substrate fermentation (SSF) and enzyme production:
The composition and processing of the solid substrate has been described previously

[11]. Briefly, 10g and 30g aliquots, respectively, of a 1:1 (w/w) mixture of wheat bran and

orange bagasse were placed in 250 mL Erlenmeyer flasks and 20x30 cm polypropylene packs,
sterilized at 120°C for 40 min and hydrated with 0.1% (NH,);SO; and 0.1% MgSO,.7H,0

sterile solution, to 70% or 80% moisture. This substrate was inoculated and cultured at 28°C

for 14 days, to produce the enzymes by solid-state fermentation (SSF). Every two days, one

flask and one pack was removed and the fermented material in each was mixed with 8 mL

133




134
Capitulo IT

distilled water per gram of substrate, stirred for 30 min, filtered and centrifuged. The

supernatant was used as crude enzyme solution.

Measurement of reducing and total sugar: The total sugar content was measured by adding
2N HCI to an aliquot of sample (1:1 v/v) and boiling for10 minutes to hydrolyze the sugar.
The hydrolyzate was neutralized with NaOH 2N. The reducing sugar content was determined
by the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method [12].

Enzyme activity measurements

Exo-polygalacturonase (exo-PG), amylase, xylanase, CMCase: Enzyme activities were
assayed by mixing 0.2 ml of sample of culture medium and 0.8 mL of the specific substrate
solution. Xylanase activity was determined with 1.0 % birchwood xylan (Sigma) as substrate,
in 0.2 M sodium acetate buffer (pH 5.0) at 50°C for 10 min. CMCase and amylase activities
were determined by the same procedure described for xylanase, but using
carboxymethylcellulose (Merck) and soluble starch (Merck) as substrate, respectively.
Polygalacturonase activity was determined with a 1% solution of pectin (Sigma) in 0.2M
sodium acetate buffer (pH 5.5) at 50°C for 10 min. The number of reducing groups, expressed
as xylose, glucose or galacturonic acid released by enzymatic action, was quantified by the
DNS method [12]. One unit of enzyme activity (U) was defined as the amount of enzyme
releasing one pmol of galacturonic acid, glucose, xylan or glucose respectively per minute.
Endo-polygalacturonase (endo-PG) was measured viscosimetrically by adding 2mL of
crude enzyme to 6mL of citrate-NaOH buffer (pH 5.5) containing 3% of 67% methoxylated
citric pectin (Braspectina). The reaction mixture was incubated at 50°C for 15 minutes, after
which its viscosity was determined with a Basic viscosimeter (Fungilab).The blank contained
thermally-inactivated crude enzyme. One unit of enzyme activity (U) was defined as the
amount of enzyme that reduced the initial viscosity by 50% per minute.

Pectin lyase (PL) was assayed by measuring the increase in absorbance at 235 nm of
substrate solution (0.8 ml 1% citric pectin in 0.2M Tris/HCI buffer, pH 8.5) hydrolyzed by 0.2

ml enzyme solution, at S0°C. One unit of enzymatic activity (U) was defined as the amount

releasing 1 pmol of unsaturated uronide per minute, based on the molar extinction coefficient

(5500) of the unsaturated products [3].

Pectin Methylesterase (PE) was assayed by measuring the methanol liberated from pectin

solution, colorimetrically. The reaction mixture, containing 0.8 ml of a 1% solution of 67%

methoxylated citric pectin (Braspectina) in 0.2M acetate buffer (pH 5.0) and 0.2 ml of crude
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enzyme solution, was incubated at 50°C for 10 min. One unit of the PE was defined as the
activity that released one pmol of methanol released per minute under defined conditions.

The enzyme production was expressed in units per milliliter of crude enzyme solution
(U/mL) and in units per gram of substrate (U/g).
Statistical analysis: Data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using the factorial
design 2x2x7 (fermentation vessel x moisture x. growth period) for the three different
enzymes (exo-PG, endo-PG and PL) and the Tukey multiple range test, using the Estat
software (Free).

Results and Discussion

The results from the fermentation in Erlenmeyer flasks are shown in Figure 1. Endo-PG
production peaked between 96 and 144 hours of growth, with a maximum activity of 0.7 U
mL™"! (or 5.6 Ug" of substrate), for both 70% and 80% initial moisture (Fig. 1a). Exo-PG
activity was observed after 48h of fermentation, with peak values at 336h for initial moisture
of both 70% (5.8 U mL™" or 46.4 Ug™) and 80% (8.9 U mL™" or 71.2Ug™) (Fig. 1b).

The medium containing 80% initial moisture afforded higher PL production (60.0 U
mL"! or 480 Ug™) in the first hours of fermentation than that with 70% (39.3 U mL™' or 314.4
Ug™). However, after 240h of fermentation, the higher PL activity was obtained when the
initial moisture content was 70% (79.7 U mL™" or 637.6 Ug™) (Fig.1C).

Figure 2 shows the data from fermentation in a polypropylene pack. Endo-PG
production on substrates with 80% and 70 % of initial moisture peaked at 48 h and 96h of

growth respectively, but the maximum activities were very similar (0.88 U mL™' or 7.0 Ug"' of
substrate at 70% and 0.93 U mL™' or 7.4Ug™’ at 80%) (Fig. 2a). Exo-PG activity was highest at
336h in medium with initial moisture of 70% (8.3 U mL"' or 66.4 Ug™).

As with the Erlenmeyer flask cultures, PL production in polypropylene packs containing

substrate with 70% initial moisture exceeded that with 80% moisture in the later part of the
batch culture, peaking at 288 h (100.0 U mL™" or 800.00 Ug™") (Fig. 2C).

On the basis of these results, variation of moisture content between 70 and 80% does not
affect substantially endo and exo-PG production by P. viridicatum Rfc3 (the difference was
not statistically significant), whereas the lower moisture content (70%) was favorable to PL
production (1% level of significance).

According to [7, 8], substrate humidity between 80% and 90% was ideal for
production of pectinases by Aspergillus foetidus on apple pulp. Highest pectinase activity was
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obtained by [18] in a fermentation on com and wheat bran with 70% moisture. On the other
hand, in the case of A. niger, Raimbult and Alzard (1980) obtained best growth on media
with moisture contents ranging from 50% to 55% and [5] showed that an initial moisture
content of 40% provided better conditions for production of pectinases than those of 25%,
55% and 70%.

The control of moisture content is an important parameter in solid fermentation. A
high moisture content has negative consequences for growth, as the porosity of the medium
and oxygen diffusion are reduced. However, in medium with low water-availability fungi
suffer modifications in their cell membrane, leading to transport limitations and affecting
microbial metabolism [1, 14].

Comparing pectinase production in Erlenmeyer flask and polypropylene pack, it was
found that the latter afforded a higher enzyme level, suggesting it to be an appropriate
recipient for scaled-up tests.

It was observed that the reducing sugar present in the media fell to 20% of the initial
value after 48h fermentation in most of the assays (Fig 1d and 2d). These results corroborate
data from solid-state fermentation described by [1, 11, 16].

The pH of the medium rose significantly in both Erlenmeyer flask and polypropylene
pack(?) at 80% and 70% moisture, the biggest rise being from 4.5 to 6.7 at 70% (Fig. 1d and
2d). These data contrast with those presented by [2, 8], who reported a decrease in the pH of
the medium during the fermentation of apple pomace and citrus pectin.

Alkalinization of the medium in fermentative processes has generally been associated
with ammonia release, resulting from protein metabolism breakdown, and the main
mechanism is likely to be oxidation of amino acids during their utilization as energy sources
[13; 17). Other possible alkali-generating metabolic reactions include the uptake and

oxidation of the anions of organic acids. Considering that proteolytic activity in the media was

low (Fig. 3), and that protein and amino acids were not major carbon and energy sources in

these fermentations, it is possible likely that uptake of acid is involved in this alkalinization.
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Figure 1: Production of pectinases in SSF using wheat bran and orange bagasse mixture (1:1) in
Erlenmeyer flasks. a= Endo-PG; b= Exo0-PG; c=PL; d= pH value and total (¢, 0)
and reducing sugar (m, [J).
Full symbol = 70% substrate moisture; Open symbol = 80% substrate moisture.
Variation of enzyme activity in the medium with time of growth was significantly
different between Exo-PG, Endo-PG and PL (1% level). PL production on media
with 70% and 80% moisture differed significantly (1% level).
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Figure 2: Production of pectinases in SSF using wheat bran and orange bagasse mixture
(1:1w/w) in polypropylene pack a = endo-PG; b= exo-PG; ¢=PL; d= pH value and
total (¢, ¢) and reducing sugar (m, O).
Full symbol = Moisture of substrate 70%
80%
Variation of enzyme activity in the medium with time of growth was significantly
different between Exo-PG, Endo-PG and PL (1% level). PL production on media
with 70% and 80% moisture differed significantly (1% level).

Open symbol= Moisture of substrate

Besides polygalacturonases and pectin liase, pectinesterase (PE) was detected in
fermentation medium with a maximum activity of 26 U/mL, after 288 h of fermentation (Fig.
3). The presence of this enzyme can facilitate some processes in which treatment with
pectinases is required. Mixtures of PG, PL and PE have been used to extract or clarify apple
and pear juice, and to treat solid waste from a citrus-fruit extractor (peel, seeds and pulp) that
can be used to make animal feed [9].

Other hydrolytic enzymes were produced during the fermentation, such as

endoglucanase (CMCase), xylanase, and amylase (Fig 3). Although their activity was low, the
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presence of these enzymes in the crude enzyme solution indicated that the fungus under study
has hemicellulolytic and amylolytic potential. Considering that these enzyme activities were
not assayed in optimal conditions, the values presented may be underestimates.

Production of a pool of enzymes is necessary for the microorganism to be able to
degrade a complex substrate. The use of these cell-wall degrading enzymes in an enzymatic
preparation increases the yield in juice-extraction processes and is the accepted way of
removing suspended particles in the juice during clarification. Thus, the action of amylases is
important in the removal of residual starch from apple, banana and pear juice during
clarification. Commercial enzyme preparations used in juice processing have been known to
contain levels of depolymerizing enzymes [15].

From the results presented above, it may be concluded that Penicillium viridicatum Rfc3
can be successfully cultured in a wheat bran and orange bagasse mixture (1:1w/w), to produce
Endo-PG, Exo-PG, PL, besides PE, endoglucanase, xylanase and amylase. The production of
polygalacturonases was not influenced by the initial moisture of substrate, while pectin lyase

production was higher at 70% moisture.
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Figure 3: Hydrolytic enzymes produced by Penicillium viridicatum RFC3 by solid-state fermentation
of mixture of wheat bran and orange bagasse (1:1 w/w).CMCase (-X-), xylanase (-O-),
pectin esterases (- ¥-) and amylase (-+-).
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Pectinase Production by Fungi Strains in Solid State

Fermentation Using Agro-Industrial Byproduct
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ABSTRACT
Pectin lyase and polygalacturonase production by newly isolated fungi strains was carried out by means of solid state
Sfermentation. The fungi Moniliella SB9 and Penicillium sp EGCS5 produced activity of PG and PL on mixture of orange
bagasse, sugar cane bagasse and wheat bran as substrate. Pg and Pl produced by Moniliella presented optimum activity
at pH 4.5 and 10.0 and at 55 and 45°C, respectively, while these enzymes from Penicillium sp presented optimum

activity at pH 4.5-3.0 and 9.0 and 40°C respectively.

Key words: Penicillium, Moniliella, polygalacturonase, pectin lyase

INTRODUCTION

Solid-state fermentation is traditionally
defined as those processes in which microbial
growth and products formation occur on the
surfaces of solid substrates in the near absence of
free water. Due to this low amount of water
available in solid-state bioprocessing, the class of
microorganisms that are most commonly used is
fungi (Zheng & Shetty, 2000 ; Pandey ef al,
2001). Several agro-industrial waste and by-
products such as orange bagasse (Martins et al,
2002), sugar cane bagasse (Silva er al., 2002)
wheat bran (Cavalitto et al., 1996) and other food
processing waste (Zheng & Shetty,2000) are
effective substrates for depolymerizing enzyme
production by solid-state fermentation.

Recently a  large  number of
microorganisms, isolated from different materials,
have been screened for their ability to degrade
polysaccharide present in vegetable biomass
producing pectinases on solid-state culture (Soares
et al, 1999; Soares et al, 2001; Gomes et al.,
2001).

Pectinolytic enzymes are classified
according to their way of attack on the

* Correspondence to Eleni Gomes

galacturonan part of the pectm molecule. They can be
distinguished between pectin methylesterases (EC
3.1.11.1), that deesterify pectins to low methoxyl
pectins or pectic acid, and pectin depolymerases,
which split the glycosidic linkages between
galacturonosyl (methyl ester) residues.
Polygalacturonases split glycosidic linkage next to free
carboxyl groups by hydrolysis while pectate lyase split
glycosidic linkages next to free carboxyl groups by B-
elimination. Both endo types of PGs and PALs (EC
3.2.1.15 and EC 4.2.2.2, respectively) are known by
spliting randomly the pectin chain. Exo-PGs (EC
3.2.1.67) release monomers or dimmers from the non-
reducing end of the chain, whereas exo-PALs (EC
4229) release unsaturated dimmers from the
reducing end. Highly methylated pectins are degraded
by endo-pectin lyases (PL; EC 4.2.2.10) and also by a
combination of PE with PG or PAL (Sarkanen ef al,
1991, Pilnik & Voragen, 1993).

In this study, was presented a description of
pectolytic enzymes production by newly isolated
strains of fungi by solid-state fermentation using agro-
industrial  by-products. Some  physico-chemical
characteristics of the enzymes produced were
presented.
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MATERIAL AND METHODS

Microorganisms: The fungi strains used in this
study were recently isolated from decaying
vegetable and soil, and they were maintained on
PDA slopes as a stock culture.

Media, cultivation of microorganism and
enzyme production: The solid substrates were
prepared as follows:

a) Orange bagasse. The pellet of orange bagasse
(pressed mixture of pulp and peel) was provided
by Citrovita Agro-industrial Ltda/ Catanduva/SP/
Brazil. Chemical analysis revealed that the dry
material was composed of 11.8% fiber, 6.4%
protein, 63% nitrogen, 6.7% ash, 19% total sugar
(9% reducing sugar) and 0.1% pectin. The
material was ground and particles sieved by a
Bender USS 230 strainer and dried at 80°C.

b) Sugar cane bagasse: The sugar cane bagasse
was provided by Usina de Agucar e Alcool Sdo
Domingos / Catanduva/ SP/Brasil. Chemical
analysis revealed that the dry material was
composed of 75% fiber, 0.5% protein, 5%
nitrogen, 3.4% ash, 10.36% total sugar (3.53%
reducing sugar). The material was washed in tap
water and the same procedure described above
was followed.

c)Wheat bran: This material was obtained
commercially, dried and used untreated. Chemical
analysis revealed that the dry material was
composed of 8.12% fiber, 15.7% protemn, 65%
nitrogen, 4.57% ash, 16.7% total sugar (5.22%
reducing sugar).

The substrates for fermentations consisted
of sugar cane bagasse and wheat bran mixtures in
proportions of 1:9 and 9:1, respectively, and of
sugar cane bagasse, orange bagasse and wheat
bran mixture in proportions of 1:1:1.

Solid-state fermentation (SSF) was carried
out using a 250 mL Erlenmeyer flask containing
5g of stenlized substrate (120°C/40min)
inoculated with 10 mL aliquots of conidia
suspension (approx.10” spore/g dry substrate)
which was obtained from a 7-day agar slant
culture suspended in sterile Tween 80 solution.
After inoculation, 10 mL of nutrient solution,
composed of 0.1% NH4NO,; 0.1% NH,H,PO,;
0.1% MgSO, x TH,0, were added to each of the

Capitulo I1

flasks. The final moisture content of the medium was
approximately 67%.

The cultivation was carried out at 30°C for 15

days. At 24h intervals the solid fermented material,
corresponding to one Erlenmeyer flask, was mixed
with 30 mL of distilled water (6g of fermented
material/mL), stired for 40 min, filtered under
vacuum and centrifuged. The supernatant was used as
crude enzyme solution.
Enzyme activity measurements: Polygalacturonase
(Pg) activity was determined by measuring the release
of reducing groups from citrus pectin using the 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) reagent assay (Miller,
1959). The reaction mixture containing 0.8 mL 1%
citric pectin  67% methoxylated (Braspectina-
Limeira/SP/Br) in 0.2M acetate buffer, pH 5.0 and 0.2
mL of crude enzyme solution, was incubated at 40°C
for 10 min. One unit of enzymatic activity (U) was
defined as the amount of enzyme which releases one
umol of galacturonic acid per minute.

Pectin lyase (Pl) activity was determined by
measuring the increase in absorbance at 235 nm of
substrate solution (0.8 mL 1% citric pectin in 0.2M
tris-HCI buffer, pH 8.5) hydrolyzed by 0.2 mL enzyme
solution, at 40°C. One unit of enzymatic activity (U)
was defined as the amount of enzyme which releases 1
umol of unsaturated uronide per minute, based on the
molar extinction coefficient (5500) of the unsaturated
products (Albersheim, 1966).The enzyme production
was expressed in units per gram of initial dry solid
substrate (Ug™).

Enzyme characterization: The fractions of Pg and PI,
obtained from gel filtration, were used for
characterization assay.

Optimum pH and temperatures for enzyme
activity: The enzyme activity was determined at 50°C,
in different pH using as buffers sodium acetate (pH
3.0-5.0), citrate-phosphate (pH 5.0-7.0), tris-HCI (pH
7.0-8.5) and glycine-NaOH (pH 8.5-11.0). The
optimum temperature was assayed by incubation of the
reaction mixture at temperature of 30-70 °C at
optimum pH.

PH and temperature stability.: Enzyme
solution was dispersed (1:1) in 0.2M buffer pH 3.0-5.0
(sodium acetate), pH 5.0-7.0 (citrate-phosphate), pH
7.0-8.5 (tris-HC1) and pH 8.5-11.0 (glycine-NaOH)
and maintained at 25°C for 24h. An aliquot was used
to determine the remaining activity at the optimum pH
and temperature for enzymes. For the temperature
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stability determination, the enzyme solution was
incubated at different temperatures (30°C-70°C)
for 1h at pH 5.0. An aliquot was withdrawn and
placed on ice before assaying for residual
pectinase activity at optimum pH and temperature.

RESULTS AND DISCUSSION

Production of pectinases by SSF: Initially
sixteen strains of fungi recently isolated from
decaying vegetable and soil sample were
cultivated in the mixture of sugar cane bagasse
and wheat bran in proportions of 1:9 and 9:1
(medium A and B, respectively) for 15 days. Data
of  Tablel show that synthesis  of
polygalacturonase and pectin lyase by all the fungi
tested depended upon the proportions of mixture
used. For majority of strains (thirteen) a higher Pg
activity was observed in medium B, indicating
that media containing the highest pectin and
nutrient concentration (wheat bran) afforded
higher production of this enzyme. On the other
hand, Pl production depended on the strain used.
Pl activity was higher in the medium containing
higher proportion of wheat bran (medium B) in
fermentation using eight strains, whereas other
seven strains presented higher production in
medium composed by mixture of sugar cane
bagasse and wheat bran in proportion of
9:1(medium A).

According Silva et al. (2002) Pg and Pl
production by P. viridicatum RFC3 using orange
bagasse and sugar cane bagasse was influenced by
media composition, reaching higher value in
mixture containing wheat bran. The effect of
different carbon source on pectinase synthesis by
fungi in submerged and solid-state fermentation,
have been studied. It is generally agreed that the

Tablel : Production of pectinases by isolated fungi
strains by FSS

Penicillium Nd
viridicatum RFC3
Penicillium glabum

Fli
Penicillium sp RFC
2

51.0

Penicillium
itallicum
Penicillium
citrinum
Curvularia
inaequalis EM
Pl1-1

Curvularia sp
5.11.1

Aspergillus sp
EG66F

Aspergillus sp
EGC4

Aspergillus niger 288.0
Themoascus sp 222.0
179. 5

Aureobasidium sp  Nd
RE

Phanerochactes Nd
sp 291

Cladosporium sp Nd
RFC 1

81.0
720.0

56.0 11.0

Strain Pg (U/g)

A B

Pl (U/g)
A B

Moniliellla sp SB9 16800.0 187400 32 21.0

Penicillium sp 2540.0 92500 87 11.0

EGCS

Medium A =sugar cane bagasse 90% wheat bran 10% ;
Medium B = Wheat bran 90% , sugar cane bagasse 10%

optimum medium for the enhanced production of
extracellular pectinase is that containing pectic
materials as an inducer (Galiotou-Panayotou et al.,
1993 ; Crotti et al., 1999).

Among the fungi studied the Moniliella sp
SB9 and the Penicillium sp EGC5 presented high
production of Pl and considerable quantities of Pg in
both medium (Tab. 1) being selected for a second
stage of assays which both the fungi were cultivated in
mixture composed by orange bagasse, sugar cane
bagasse and wheat bran in proportion of 1:1:1.
Enzyme production on SSF was analyzed during 15
days and the data of Figure 1 correspond to mean of
five assays. Polygalacturonase production by
Moniliella sp peaked between the 3™ and the 4™ days
of cultivation, with the maximum activity of Pg
26Uxg™. The maximum Pl activity (19400 Uxg™") was
observed at the 6™ day (Fig. 1a). When Penicillium sp
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EGC5 was used maximal Pg activity (12 Uxg™)
was detected at the 8" day and Pl activity, at the
4™ day (11000 Uxg™) (Fig. 1b).

The addition of fibrous material as sugar
cane bagasse, resulted in the interparticle spacing
with a possible increase in the aeration and
nutrient and enzyme diffusion, according
described by Mitchell er al. (1991). When solely
sugar cane bagasse was used as carbon source, the
growth of the fungi was low (data not shown)
indicating that microorganism was not able to
hydrolyses cellulose and hemicellulose fibers
enough to support of the mycelium formation.
This supposition was confirmed by low level of
cellulase (0.24 Uxg™" for Moniliella sp and not
detected in Penicillium sp ECGS cultivation
medium) and xilanase (15.5 Uxg” for Moniliella
sp and 12Uxg”’ for Penicillium sp ECGS)
produced in the experiments. It is supposed that
the sugar cane bagasse seems to be only a solid
inert support and the microorganism growth and
enzyme production seems to be stimulated by
wheat bran and orange bagasse addition. The use
of sugar cane bagasse as inert support was suitable
for the growth and pectinase production of
Aspergillus niger, P. viridicatum RFC3 and
Thermoascus aurantiacus (Oriol et al, 1988; Silva
et al., 2002; Martins et al., 2002).

The quantities of Pg and Pl obtained in
this study were high compared to those reported
for pectinolytic strains such as Aspergillus niger
(25 U Pg and 350 U PI per gram of substrate), 7.
italicum (6U Pl/g e 25U Pg/g), P. frequentans (3.4
U Pg /g) and A. foedidus (1000 U Pl/g) cultivated
on solid substrates (Garzon & Hours, 1992; Hours
et al., 1994; Castilho et al, 2000). However, the
comparison of the amounts of enzyme produced
by different organisms is not absolutely adequate,
because different culture conditions have been
used.

These results showed that SSF was
suitable to pectinase production by the several
fungi strains studied and that solid-state
fermentation may be achieved using agricultural
and agro-mdustrial by-product.
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Figure 1: Pectinase production by Moniliella sp SB9 (a) and
Penicillium sp EGCS5 (b) on orange bagasse, sugar cane
bagasse and wheat bran mixture (1: 1:1). full Symbol =
Polygalacturonase ; open symbol =Pectin lyase

Enzyme characterization: Characterization of
fraction of the polygalacturonase and pectin lyase
obtained from Moniliella sp SB9 and Penicillium sp
EGCS cultivation was carried out. Pg from Moniliella
sp exhibited maximum activity at pH 4.5 and P, at pH
10.0, whereas Pg and Pl from Penicillium sp EGC5
presented optimum pH at 4.5-5.0 and 9.0, respectively.
Enzymes from Moniliella were stable at pH 3.0-10.0
(Pg) and 4.0-7.0 (Pl) and their activity was preserved
in 70% when maintained at 60°C for 1 h. Pg from
Penicillium sp was stable at pH range of 3.0-8.0 and
maintained 70% of initial activity at 70°C. Pl produced

cm 1 2 3 4 5 6 7 Eunesp v 12 13 14 15 16 17 18 19



by this microorganism was stable in acidic to
neutral pH (4.0-7.0) and was stable in temperature
lower than 40°C (Table 2).

The physico-chemical characteristics of
pectinases from microorganisms studied were
similar those reported for several fungal species
(Riou et al, 1992, Ryazanova er al, 1996, Blanco
etal., 1999).

Table 2: Characteristics of pectinase produced by
Moniliella sp SB9 and Penicillium sp
EGCS on SSF

Moniliella
SB9
Pg Pl

Characteristics sp Penicillium sp
EGCs

Pe Pl

Optimum pH 4.5 10,0 45-5.0 9.0
Optimum 55 45 40 40
temperature (°C)

pH range which 3.0-10.0
preserving 70-

100% of initial
activity

Temperature range

°C) which
preserving 70-

100% of initial
activity

4.0-7.0 3.0-8.0 40-5.0

10-60 10-70 1040

The present work showed that is feasible
to use agro-industrial agro-industrial by-products
for the polygalacturonase and pectin lyase
production by newly isolated fungi. These fungi
were able to produce extracellular
polygalacturonase and pectin lyase during the
solid state fermentation.

RESUMO

A produgio de pectina liase e
poligalacturonase por linhagens de fungos
filamentosos isolados, foi estudada através de
fermentagdo em estado sdlido utilizando
subprodutos  agro-industriais. Os  fungos
Moniliella sp SB9 e Penicillium sp EGCS
produziram consideraveis quantidades de Pg e Pl
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em substrato composto por mistura de bagago de
laranja, bagago de cana de agucar e farelo de trigo
(1:1:1). A enzimas Pg e Pl, produzidas por Moniliella
sp apresentaram atividades otimas em pH de 4,5 ¢ 10,0
e em temperaturas de 55°C e 45°C, respectivamente.
As mesmas enzimas, produzidas por Penicillium sp
apresentaram atividades otimas em pH 4,5-59e 9,0 ¢
40°C, respectivamente.
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de Pectinases por Penicillium viridicatum RFC3
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RESUMO

Pectinases sdo enzimas que degradam a molécula de pectina por diversos mecanismos. A
produg¢do das enzimas Exo-PG e PL produzidas pelo P. viridicatum RFC3 através da
fermentagao semi-sélida de substratos como os bagagos de banana e cana, cascas de manga
e banana, farelo de trigo além da polpa de maga e do tegumento do grao de milho, durante
15 dias (amostras a cada 48h) mostraram que a maior produg¢do de Exo-PG ocorreu a 288h
de cultivo em farelo de trigo (1,62 U/mL), e en 144h (1,15 U/mL), quando combinado o
bagago de cana. O farelo de trigo também foi capaz de induzir produg¢do da PL (144h — 90,34
U/mL). Quando o bagago de cana foi misturado aos substratos, houve aumento da produgdo
das enzimas , sendo o combinado bagago de cana e casca de manga, o meio que
proporcionou a maior produgdo de PL (100,34 U/mL — 336h).

INTRODUCAO

O aproveitamento de residuos agricolas para obten¢do de um produto de valor comercial,
através de um processo fermentativo sélido (FSS), poderia ser visto como uma tentativa de se
agregar valores a um produto de descarte, possibilitando uma fonte de renda alternativa para
propriedades rurais, cumprindo assim, uma fungdo ambiental e social (HOLZAPFEL, 2002,
MOTARJEMI, 2002). Os microrganismos podem produzir uma grande variedade de enzimas
hidroliticas extracelulares em FSS como pectinases, celulases, amilases, proteases entre outras
(SILVA et al., 2002 e SATO e SUDO, 1999).

As pectinases produzidas podem ser classificadas de acordo com o modo de atuagdo
na molécula de pectina podendo ser subdividida em: Poligalacturonases (PG) que hidrolisam
as ligagdes glicosidicas internas (a-1,4) entre os residuos de acidos galacturénicos, causando
a despolimerizagio da molécula. A agdo dessa enzima é acompanhada pelo aumento de
agucares redutores no meio. Pectina- liases (PL) que sdo enzimas despolimerizantes € quebram
a ligagdo glicosidica por mecanismo de trans-eliminagdo de hidrogénio a partir da ligag¢do
entre os carbonos da posi¢do 4 e 5 do 4cido galacturdnico. Sua agdo é acompanhada por um
aumento da absorbincia a 235nm devido a formagdo de dupla ligagdo, entre aqueles carbonos,
que serve para monitorar a atividade enzimética (WHITAKER, 1990). Este trabalho teve por
objetivos estudar a produgdo de pectinases (PG e PL) através da fermentagdo em estado
solido, utilizando como substrato os residuos agricolas e agroindustriais (farelo de trigo,
bagaco de cana e laranja, casca de banana, manga, tegumento do grio de milho e polpa de
magd) por P. viridicatum RFC3, além de avaliar o efeito do tempo de fermentagdo sobre a
producio das enzimas.
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MATERIAL E METODOS
1-Microrganismo

O microrganismo estudado, o Penicillium viridicatum RFC3, foi isolado a partir de
amostra de hortaliga em decomposigio e foi identificado pela Fundagio Tropical de Pesquisas
e Tecnologia “André Tosello”, Campinas —SP.

2- Substratos para o estudo da producio das enzimas

Foram testados os seguintes residuos agricolas e agro-industriais: bagago de laranja,
bagago de cana, casca de banana, manga e plpa de magd, farelo de trigo; residuo do
processamento de milho (tegumento do grio). Os residuos foram secos a 65°C por 24h e
autoclavados a 121°C por 30 minutos.

4-Inoculo

A cultura esporulada (em agar inclinado) foi suspensa em solugdo de Tween 80 a0,01%
procedendo-se a contagem do nimero de esporos em suspensdo, utilizando cimara de
Neubauer. Foram utilizados volumes de suspensio suficientes para se obter um in6culo de 10°
esporos por grama de substrato.

5-Estudo da produgdo da enzima em fermentag¢io semi-solida.

A fermentagio semi-solida, para a produgdo das pectinases ocorreu em erlenmeyers de
250 mL contendo 10g dos residuos citados anteriormente, devidamente secos e moidos. Apos
o inoculo com 107 esporos por grama de substrato, ocorreu a hidratagdo até 80% de umidade,
com a solugdo nutriente composta por (NH;):SOs a 0,1% e MgSOs x 7H;0 a 0,1%. O
material foi incubado em estufa a 28 °C, com amostras coletadas a cada periodo de 48 horas,
durante 15 dias. As enzimas foram extraidas pela adi¢gio de 8mL de dgua por grama de
substrato, o qual foi homogeneizado e mantido em agitagdo a 100rpm por 30 minutos. O
material foi filtrado a vacuo a fim de se obter a solugio enzimatica bruta.

6-MMedida da atividade enzimatica
6.1. Atividade de Poligalacturonase (PG)

A atividade de PG foi avaliada numa mistura contendo 0,8 mL de tampdo acetato 0,2M,
pH 5,0, contendo 1% de pectina com 64-72% de esterificagdo e 0,2 mL de enzima. O agucar
redutor liberado (ac. D-galacturdnico) apds a incubagdo da mistura de reagdo a 55°C por 10
min., foi quantificado pelo método do DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de PG foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de 4cido galacturdnico por
minuto, nas condigdes de reagdo.

6.2. Atividade de Pectina liase (PL)

A mistura de reagio para determinar atividade de PL foi de 0,5 mL de tampdo Tris-HCI
0,2 M, pH 8,5, contendo 1% de pectina com 64 - 72% de esterificagdo e 0,5 mL de enzima. A
incubagdo foi a 55°C por 30 min. e a interrup¢io da reagdo ocorreu por adi¢do de 10 mL de
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HCI a 0,2N. A quantificagdo dos produtos foi feita pela leitura da absorbancia a 235nm
segundo o método de Albersheim (1966). Uma Unidade de PL foi definida como a quantidade
de enzima que promove liberagio de Ipmol de uronideos insaturados por minuto, nas
condigdes de reagdo. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 5500.

7-Andlise estatistica dos experimentos

Foram feitas anilises de variancia através de um delineamento fatorial 5X7 (Residuos
Agricolas X Tempo), 5X6 (Residuos Combinados om Bagago de Cana X Tempo) para a
producdo de Exo-PG e PL . Os desdobramentos das médias das atividades das enzimas foram
feitos através do teste de Tukey.

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Estat (de livre distribui¢do),
desenvolvido pelos Drs. Sergio do Nascimento Kronka e David Ariovaldo Banzatto, na Unesp
de Jaboticabal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Produgio de PG e PL em residuos agro-industriais e analise fatorial dos dados.
1.1. Poligalacturonase

Numa primeira etapa, foram estudados como substratos para as fermentagdes, os residuos
e sub-produtos agroindustriais, farelo de trigo, bagago de laranja, casca de banana e manga,
polpa de macgi e tegumento do grio de milho. As fermentagdes foram desenvolvidas por 15
dias, sendo tomadas amostras a cada 48h. os resultados da produg¢do de PG foram analisados
estatisticamente por analise fatorial 6X7 (Residuos X Tempo de cultivo).

Observouse que, os substratos afetaram a produgdo da enzima, a 1% de probabilidade,
segundo o teste F, enquanto que o tempo de cultivo ndo apresentou diferenga significativa, a
5% de probabilidade. A combinagdo desses fatores mostrou que a interagdo ndo foi capaz de
produzir uma diferenga significativa, a 5% de probabilidade, na produgio da enzima. Foi
aplicado o teste de Tukey para o fator “substrato” e “tempo de cultivo”. O teste revelou que o
farelo de trigo, proporcionou uma maior produgio da enzima em rela¢do aos demais residuos,
com uma média de 1,62 U/mL. Para o fator tempo de cultivo, o teste de Tukey revelou que a
maior média de produ¢do da enzima foi obtida a 288h de cultivo (0,7042 U/mL), embora sem
significancia estatistica (Tab. 1).

A segunda etapa do trabalho consistiu na produgido de PG utilizando os residuos citados
anteriormente, exceto a polpa de magd, & quais foram acrescidos de bagago de cana na
proporgdo 1:1 (p/p). A andlise de varidncia desses dados mostrou que existiu efeito
significativo, a 1% de probabilidade apenas para o tipo de residuo usado, sobre a produgio da
enzima.

Foi aplicado o teste de Tukey para o fator “substrato combinado com o bagago de cana” e
“tempo de cultivo”. O teste revelou que o farelo de trigo associado ao bagago de cana,
proporcionou uma maior produciio da enzima em relagdo aos demais residuos, com uma
média de 2,36 U/mL. Para o fator tempo de cultivo, o teste de Tukey revelou que a maior
média de produgdo da enzima foi obtida a 144h com 1,15 U/mL, embora sem significincia
estatistica (Tab. 2). Esses resultados indicaram que a produgdo da PG por P. viridicatum
RFC3 deve ser feita em farelo de trigo, por periodos de fermentagdao minimos de 144 horas.
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Tabela 1: Teste de Tukey para as médias de produgio de Exo-PG residuos agro-industriais
utilizados nos ensaios fermentativos ao longo do periodo fermentativo.

Residuos A (0,7458) Tempo Cultivo (horas) A (0,8359)
Farelo de trigo 1,6214" 288 0,7042"
Tegumento de milho 0,7000° 192 0,6750"
Bagago de laranja 0,4143% 96 0,6500"
Casca de banana 0,3643% 240 0,6125"
Casca de manga 0,2786" 48 0,4875"
Polpa de magi 0,0571% 144 0,4750"
336 0,4042"!

Tabela 2: Teste de Tukey para as médias das atividades de Exo-PG obtidas pelo cultivo de
P. viridicatum RFC3 na mistura dos residuos com bagago de cana ao longo do

periodo fermentativo.

Residuos Combinados A (0,4831) Tempo Cultivo (horas) A (0,6214)
Farelo de trigo + b. c. 2,3607" 144 1,1500"
Bagago de laranja + b. c. 0,8393% 192 1,0100"
Casca de banana + b. c. 0,7929% 240 0,9550"
Tegumento de milho +b. ¢c.  0,4607°¢ 288 0,9500"
Casca de manga + b. c. 0,2393¢ 96 0,9300"
336 0,9200"
48 0,6550"

* b. c. (bagago de cana)
1.2. Pectina liase

Os dados obtidos no estudo da producdo de PL foram analisados estatisticamente da
mesma maneira que a PG, quanto aos fatores substratos usados na fermentagdo (farelo de
trigo, bagaco de laranja, casaca de banana, casca de manga e ma¢d) e tempo de cultivo
(amostras tomadas a cada 48 horas). A anilise de varidncia dos dados ndo indicou efeito
significativo dos substratos usados, nem dos tempos de cultivo, ao nivel de 5% de
probabilidade, sobre a produgdo da enzima. Da mesma forma, ndo se obteve significincia
para as interagdes entre os fatores “substrato” e “tempo”. O mesmo comportamento foi notado
para a produgdo da enzima com os residuos combinados com o bagago de cana. Os testes de
Tukey mostraram que o farelo de trigo novamente foi o melhor para produ¢do da enzima
(90,34 U/mL) a 144 h (85,95 U/mL). Quando os residuos foram combinados com o bagago de
cana, notou-se um aumento na produgdo da enzima e a casca de manga mostrou-se melhor
substrato para produ¢do da PL, seguido do bagago de laranja (101,35 U/mL) num tempo de
336 h (100,34 U/mL) (Tab. 3 e 4).

Tabela 3: Teste de Tukey para as médias de produgiio de PL, residuos agro-industriais,
utilizados nos ensaios fermentativos ao longo do periodo ferme ntativo.
Residuos A (103,7747) | Tempo Cultivo (horas) A (116,3014)

Farelo de trigo 90,3493" 144 85,9525"
Bagacgo de laranja 85,6836% 96 77,9000
Casca de banana 75,4429" 240 56,1933"
Polpa de maga 21,0664" 288 40,7767
Casca de manga 18,27214 192 38,5967
Tegumento de milho 14,5093" 336 38,1333"
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| 48 18,6583"
Tabela 4: Teste de Tukey para as médias das atividades de PL, obtidas pelo cultivo de P.
viridicatum RFC3 na mistura dos residuos com bagago de cana ao longo do
periodo fermentativo.
Residuos Combinados A (77,3427) | Tempo Cultivo (horas) A (116,3014)
Casca de manga + b. c. 101,3500" 336 100,3420"
Bagago de laranja + b. c. 69,5557 240 93,0990
Casca de banana + b. c. 61,3986" 144 57,7460"
Farelo de trigo + b. c. 49,2421" 288 57,6470"
Tegumento de milho + b. c. 29,2579" 192 43,4200
48 42,7470"
96 40,1260"

* b. c. (bagago de cana)

O meio de fermentagdo influenciou significativamente na produgdo das enzimas nos
diversos residuos agricolas analisados, principalmente em relagdo a Poligalacturonase, cujos
ensaios mostraram o farelo de trigo como melhor indutor da enzima. A PL além do farelo de
trigo, teve o bagago de laranja como bom indutor. Esses resultados assemelhamse com os
obtidos para endoglucanases e B - glucosidases (GRAJEK, 1987), xilanases (TREJO-
HERNANDEZ er al., 1991) e pectinases produzidas por Aspergillus niger, usando os mesmos
meios de fermentagio (ACUNA-ARGUELLES et al., 1995).

Além da fonte de carbono, o tempo de cultivo foi um fator que influenciou, embora sem
significancia estatistica, a produ¢io da PG nos diversos substratos. Os resultados mostram
ainda que o P. viridicatum RFC3, quando cultivado separadamente em diversos residuos,
apresentou pico de produgio média da Exo-PG em 288 horas de cultivo. Esses substratos
quando misturados com o bagago de cana tiveram seu pico de produgdo diminuido pela
metade (144 horas). Para a PL o pico de produgdo média ocorreu em 144 horas de cultivo
quando os residuos foram estudados separadamente, entretanto, quando a mistura foi
utilizada, ocorreu o inverso, com um aumento no tempo de produgdo maxima da enzima para
336 horas. Esse efeito do tempo de cultivo na produgdo das enzimas assemelha-se ao descrito
por Acuna-Argiilles et al. (1995) e Hang e Woodams (1994).

A mistura de um substrato inerte como o bagago de cana-de-aglicar (esse substrato nio é
utilizado pelo microrganismo) foi um fator que favoreceu a produgdo de pectinases,
principalmente naqueles substratos como as cascas de banana e manga, caracterizados pelo
alto teor de agucares e pela forte compactagdio das particulas quando umedecidas. O uso do
bagaco de cana-de-aglcar propiciou uma melhor penetragio das hifas no meio fermentativo,
devido provavelmente, 4 redugio da compactagdo, o que também pode ter facilitado a
oxigenagdio e possivelmente a troca de calor. Segundo Ooiijkaas er al. (2000) ¢ Silva et al.
(2002) a presenga de um substrato inerte no meio fermentativo favorece a homogeneidade da
umidade, devido ao melhor controle da evaporagdo. Embora nossos dados tenham indicado
que a adigio do bagago de cana aos substratos avaliados tenha aumentado a produgdo da
pectinases, as razdes pelas quais isso ocorreu, ainda sdo especulativas visto que ndo houve,
nos ensaios, controle de fatores como o crescimento microbiano, umidade de substrato ou
temperatura do sistema.

CONCLUSOES

e A fonte de carbono foi um dos fatores que possivelmente interferiram na repressao
e/ou indugio da PG e Pl, produzidas pelo fungo.
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* O tempo de fermentagdo influenciou a produgio da PG e PL pelo P. viridicatum
RFC3, quando cultivado em diferentes residuos agro-industriais, embora ndo tenha havido
diferengas significativas nas produg¢des médias ao longo do percurso fermentativo.

e Os residuos farelo de trigo e bagago de laranja foram os substratos que
proporcionaram maiores produgdes de PG e PL

e A mistura de residuos com bagago de cana-de-agucar elevaram as produgdes médias
de PG e PL, quando comparados com as produgdes nesses substratos isolados.
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RESUMO

Os fungos produzem diferentes enzimas extracelulares com atividades pectinoliticas, as
quais sdo de grande importancia nos processos industriais, onde sdo usadas para a
clarificagdo de sucos de frutas, maceragées de vegetais, produgdo de vinhos e na industria
téxtil. Este trabalho teve por finalidade definir melhor tempo de cultivo para produg¢do das
enzimas exo-poligalacturonase (exo-PG), endo-poligalacturonase (endo-PG), pectinaliase
(PL) e pectinaesterase (PE), assim como, a produ¢do de enzimas hemi-celuloliticas ¢
amiloliticas pelos fungos Moniella sp 9SB e Penicillium sp EGCS5 em fermenta¢do seni-
solida (FSS). O fungo Penicillium sp EGCS apresentou apenas um pico para a produgdo de
exo-PG, endo-PG e PL enquanto que o fungo Moniella sp 9SB mostrou dois picos para a
produgdo de exo-PG, um para a endo-PG e trés para a PL. As duas linhagens foram capazes
de produzir xilanase, CMCase, avicelase e amilase. Ndo foi detectada a atividade de
pectinesterase em nenhuma das duas linhagens.

INTRODUCAO

A fermentagdo semi-sdlida (FSS) é uma técnica eficiente para a produgdo de enzimas
pectinoliticas. A FSS, conforme definida por Pandey (2002), é um processo fermentativo que
ocorre na auséncia ou proximo da auséncia de agua livre, usando um substrato sélido natural
como substrato ou suporte inerte. Este processo possui algumas vantagens como: processo
simples e de baixo custo; maior concentragio de produtos formados; ficil extragio dos
produtos, podendo ser feita com dgua e dispensando o uso de solventes; especial interesse em
paises com abundancia de biomassa e de residuos agro- industriais ;

A utilizagdo de residuos agro-industriais como o baga¢o de cana-de-aglcar e bagago de
laranja, na produgio de enzimas microbianas vem sendo testado por varios autores, 0s quais
demonstraram que os mesmos podem ser convertidos em diversos produtos e sdo usados
como fonte de carbono para crescimento microbiano (Couri et al. 2000; Soares et al., 2001;
Martins et al. 2002).

Pectinases sao um grupo de enzimas que degradam a pectina por diferentes modo de agio,
sendo as desesterificantes (pectinesterase), as despolimerizantes (hidrolases e liases) e as
protopectinases. Sua classifica¢do ainda pode ser baseada na preferéncia pelo substrato, como
o 4cido péctico ou pectato, que sdo os acidos poligalacturénicos que nio apresentam
metoxilagdo e o dcido pectinico ou pectina, que sio os 4cidos poligalacturdnicos que contém
quantidades varidveis de grupos metoxilicos (Alkorta et al, 1997).

As enzimas pectinoliticas tém intensa aplicagdo na industria de alimentos, atuando
principalmente na produgio de sucos e vinhos, na maceragdo de vegetais (Bravo et al. 2000).
Nesses processos as pectinases facilitam a extragdo, melhora o rendimento e atuam na
clarificagdo e estabilidade de sucos concentrados. As pectinases também sdo usadas na
extragdio de Oleos vegetais, fermentagdo do chd e café e na extragio de fibras téxteis
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(Kashyap, et al. 2001). Na industria téxtil atuam na macera¢io do material hemicelulolitico
que resulta em separagdo das fibras de celulose da parede vegetal (Da Silva, et al. 1997).

MATERIAL E METODOS
1- Microrganismo
Os microrganismos estudados, o Penicillium sp EGC5 e Moniella sp 9SB foram isolados a
partir de amostra de hortaliga em decomposi¢ao.

2- Estudo da produ¢io da enzima em fermentagio semi-solida

Nos estudos de selegdo de substrato para a produgdo de pectinases por FSS, foram utilizados
o bagago de cana-de-agicar, bagago de laranja industrializado e farelo de trigo misturados na
proporgao de 1:1:1 (p/p). Os meios foram hidratados com agua até 80% de umidade
considerando o volume de 4gua a ser adicionada junto com indculo e o da solugio composta
por (NH4),S0; a 0,2% e MgSO4x7H,;0O a 0,1% que foi usada como suplemento nutricional
dos substratos.

A fermentagio semi-solida ocorreu em erlenmeyers de 250 mL contendo 5g do residuo
citado anteriormente, devidamente seco ¢ moido. A cultura esporulada (em agar inclinado) foi
suspendida em solugdo de Tween 80 a 0,01%. Apds a hidratagio com a solu¢do nutriente
(item 2.2) o material foi inoculado com 107 esporos por grama e incubado estufa a 30° C. As
amostras foram obtidas retirando-se um frasco de material fermentado a cada 24 horas,
durante 360 horas.

3- Medida da atividade enzimatica das pectinases

A atividade de exo-PG foi avaliada numa mistura contendo 0,8 ml de tampio acetato 0,2M,
pH 5,0, contendo 1% de pectina com 64-72% de esterificagdo e 0,2 ml de enzima. O aglcar
redutor liberado (4cido D-galacturdnico) apés a incubagdo da mistura de reagdo a 55°C por 10
min., foi quantificado pelo método do DNS (3,5-acido dinitrosalicilico) proposto por Miller
(1959). Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar |
pmol de acido galacturdnico por minuto, nas condi¢des de reagio.

A atividade de endo-PG foi determinada através da medida da redugido da viscosidade de
solugdo de pectina apds reagdo enzimdtica. Foram incubados volumes de solugdes
enzimdticas brutas com tampdo citrato- fosfato a pH 5,5, contendo pectina, de forma que a
concentragio final do substrato fosse de 1,5%. As misturas de reagdo foram incubadas por dez
minutos nas mesmas temperaturas utilizadas para a reagio de Poligalacturonase. A
viscosidade da mistura de reagio foi determinada utilizando-se o viscosimetro basic da
Fungilab, em temperatura de 25°C. O controle foi feito usando mistura de enzima inativada,
tampdo e pectina em iguais propor¢des da amostra. Uma unidade de enzima foi definida como
a quantidade necessaria para reduzir em 50% a viscosidade da solugiio nas condigdes de
ensaio.

A mistura de reagdo para determinar atividade de PL foi composta de 0,4 ml de tampdo
Tris-HC1 0,2 M, pH 8,5, contendo 1% de pectina com 64 - 72% de esterifica¢do e 0,2 ml de
enzima. A incubagdo foi feita a 65°C por 30 min. e a interrupgdo da reagdo ocorreu por adi¢do
de 10 ml de HCl a 0,2M. A quantifica¢do dos produtos foi feita pela leitura da absorbéncia a
235mn segundo o método de Albersheim (1966). Uma unidade de PL foi definida como a
quantidade de enzima que promoveu a liberagdo de Iumol de uronideos insaturados por
minuto, nas condig¢des de reagdo. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 5550.

A atividade da PE foi medida por quantificacio do metanol liberado enzimdticamente a
partir das moléculas de pectina, através de método colorimétrico. A reagio enzimadtica ocorreu
em mistura composta por 0,2 mL de solugdo enzimatica bruta e 0,8 mL de tampao citrato-
fosfato 0,2M pH 5,0, contendo 1% de pectina, incubada em temperatura a 45°C por 10
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minutos. Uma unidade de PE foi definida como a quantidade de enzima que libera Ipmol de
metanol por minuto nas condigdes de reagdo.

4- Medida da atividade de Amilase

A atividade da amilase foi medida através da mistura de reagdo que constou de 0,8 mL de
tampao- fosfato, 0,2M, pH 5,0 contendo 0,3% de amido, com 0,2 mL de enzima. A mistura foi
incubada a 45°C por 10 minutos. O agtcar redutor liberado, apés a incubagao, foi quantificado
pelo método do DNS e uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1umol de glicose por minuto nas condigdes de ensaio.

5- Atividade de Hemi-celulases

A atividade da xilanase foi medida através da mistura de reagdo composta por 0,2 mL do
extrato enzimatico bruto e 1,8 mL de uma solugdo de 0,5% de xilana (Birchwood-Sigma) em
tampdo acetato 0,2M e pH 5,0. A incubagio foi feita em temperatura de 45°C por 10 minutos.
Os agucares redutores foram quantificados pelo método do DNS. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar lumol de xilose
por minuto nas condi¢des de ensaio.

As atividades da avicelase e CMCase foram determinadas pelo mesmo método da atividade
da xilanase, exceto pelo uso de celulose microcristalina (avicel) (Sigma Co) e
carboximetilcelulose (CMC-Sigma). As substincias redutoras formadas foram quantificadas
pelo método do DNS. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessdria pata liberar lumol de glicose por minuto nas condigdes de ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Tempo de cultivo na produgdo de pectinases por fermentagdo semi-solida (FSS)

O cultivo das linhagens fingicas em meio contendo mistura de bagago de cana-de-agucar,
bagago de laranja e farelo de trigo, ao longo de 360 h, mostrou que as mesmas foram capazes
de produzir quantidades significativas de exo-PG, endo-PG e PL.

Em fermentagdes desenvolvidas pela linhagem fungica Moniella sp 9SB, as atividades de
poligalacturonases (exo e endo) apresentaram-se em dois picos, em 48 horas e 168 horas de
cultivo, respectivamente, enquanto a atividade de PL apareceu em trés picos, em 48, 144 e
336 horas de fermentagdo. As maiores produgdes das enzimas exo-PG (84,8 U/g) e endo-PG
(3,42 U/g) ocorreram em 48 horas, enquanto que a atividade méaxima de PL (9080 U/g) foi
obtida em 144 horas (Figs. 1, 2 e 3).

A linhagem fingica Penicillium sp EGCS5, produziu um méaximo de exo-PG (13 U/g) em
192 horas, de endo-PG (4 U/g), em 48 horas e de PL (4870 U/g) em 168 horas. Ao longo do
percurso fermentativo, a linhagem mostrou apenas um pico de atividade de exo-PG ¢ PL ¢
dois picos de atividade de endo-PG (Figs. 1, 2 e 3).

As duas linhagens nio produziram quantidades de pectinaesterase detectiveis durante todo
o periodo fermentativo.

Quando comparadas as duas linhagens, percebe-se que as produgdes de endo-
poligalacturonases, em ambas, foram muito semelhartes, entretanto, o fungo Moniella sp 9SB
foi capaz de produzir quantidades maiores de exo-PG e PL do que o fungo Penicillium sp
EGCs.

Cabe destacar que o substrato utilizado para medir as atividades das pectinases foi pectina
com 64-72% de esterificagdo, ou seja, pectina com alto grau de esterificagio. Desse modo,
foram determinadas as atividades de pectinasese que tém afinidade por essas substincias, em
detrimento de quantificagido das atividades de poligalactironases e pectato liases, as quais
poderiam também estar presentes no meio de cultivo de ambos os fungos.

cm 1 2 3 4 5 6 7 Eunesp v 12 13 14 15 16 17 18 19



Capitulo IT

De acordo com Castilho et & (2000) o fungo A. niger produziu, através de FSS usando
misturas de farelo de trigo e farinha de soja, 7,5 U/g de PG. Zengh, Shetty (2000) utilizaram
Lentinus edodes, em FSS da polpa de morango e obtiveram uma produgio de PG de 29,4 U/g
€ quando utilizou polpa de maga, obtiveram 20,1 U/g. Soares et al. (2001), através de FSS de
farelo de trigo, utilizando cinco linhagens bacterianas pertencentes ao género Bacillus,
obtiveram 40 U/g da atividade méxima de exo-PG e o valor obtido da PL foi de 1000 U/g.
Martins et al. utilizaram o fungo Thermoascus aurantiacus, em FSS de bagago de laranja,
bagago de cana-de-agtcar e farelo de trigo, obtiveram uma atividade maxima de PL de 40180
U/g e a de exo-PG de, 43 U/g.

A comparagio dos dados aqui apresentados com aqueles da literatura, indicam a viabilidade
do uso das cepas Moniella sp 9SB e Penicillium sp EGC5 para a produgdo de pectinases por
FSS. Deve-se ressaltar, no entanto, que as comparagoes entre os dados experimentais nem
sempre sd0 consistentes, visto as variagdes de métodos de fermentagdo, extragdo das enzimas,
quantificag¢do e expressao das atividades enzimaticas.
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Fig. 3. Produgio de PL, em fungio do tempo de cultivo, em
fermentagio semi-solida (FSS), pelas linhagens fungicas
Moniella sp 9SB ©) ¢ Penicillium sp EGC5 ®),em meio
composto por mistura de bagago de cana-de-agucar, bagago
de laranja e farelo de trigo (1:1:1).

2. Perfil enzimadtico

A linhagem Moniella sp 9SB também foi capaz de produzir outras enzimas
despolimerizantes, como a xilanase (30 U/g) detectada apds 168 horas de cultivo, CMCase
(13,4 U/g), em 72 horas, avicelase (24 U/g), em 288 horas e a amilase (59 U/g), em 96 horas
de cultivo (Tab. 1).

Produgdes méximas de xilanase (17 U/g) e de CMCase (5 U/g) foram obtidas por
Penicillium sp EGC5 em 168 horas, enquanto que a de avicelase (2 U/g) ocorreu em 72 horas.
A atividade maxima de amilase (10 U/g) foi obtida em 96 horas (Tab. 2).
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Ao compararmos as linhagens na produgdo de enzimas despolimerizantes, nota-se que o
fungo Penicillium sp EGC5 produziu menores quantidades de celulases, xilanases e amilases
que o fungo Moniella sp 9SB, ao longo do processo fermentativo.

Alguns autores tém tido sucesso com a produgio de outras enzimas hidroliticas através da
FSS, como celulases (De-Paula et al. 1999; Jecu 2000), amilases (Mulimani et al. 2000;
Rabalho 2002) e xilanases (Couri et al. 2000)

Tab. 1. Perfil enzimatico da linhagem Moniella sp 9SB
Enzima Produc¢io maxima (U/g) Tempo de Cultivo (h)
Xilanase 30 168
CMCase 13,4 72
Avicelase 24 288
Amilase 59 96

* Tempo de cultivo em horas no qual foi observado a produgdo mixima.

Tab. 2. Perfil enzimatico da linhagem Penicillium sp EGC5
Enzima Produc¢io maxima (U/g) Tempo de Cultivo (h)
Xilanase 17 168
CMCase 5 168
Avicelase 2 72 - 144
Amilase 10 96

* Tempo de cultivo em horas no qual foi observado a produgdo maxima.

CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos pode-se concluir que: O tempo de cultivo foi um fator
importante na produgdo das enzimas e que ambas as linhagens, mostraram-se capazes de
produzirem pectinases em fermentagdo semi-solida, de mistura de bagago de cana-de-agucar,
bagago de laranja e farelo de trigo, na proporgdo de 1:1:1. Além das pectinases, ambos 0s
fungos foram capazes de produzir xilanases, celulases e amilases durante o processo
fermentativo. A linhagem fungica Moniella sp 9SB apresentou maiores produgdes de
pectinases, hemi-celuloliticas e de amilases quando comparado com a linhagem fiingica
Penicillium sp EGCS5 em condigdes semelhantes.
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RESUMO

A B-glicosidase é uma enzima que hidrolisa a celobiose e outras celodextrinas a glicose,
assumindo um papel fundamental na hidrolise da celulose. A agdo sinergistica das enzimas
endoglucanase e avicelase sobre a molécula de celulose resulta a formagado de celobiose, que
serd reduzida a glicose pela B-glicosidase. Neste trabalho o fungo Thermoascus aurantiascus
Joi cultivado em diferentes substratos solidos ricos em material hemi-celulésico para a
produgdo de B-glicosidase. Dentre estes a produg¢do de [-glicosidase foi significativa nos
meios com farelo de trigo, farelo de soja, casca de soja e sabugo de milho. Em seguida a
produgdo da enzima foi estudada em fungdo do tempo, autros pardametros também foram
analisados neste ensaio como as atividades de protease, xilanase, endoglucanase, avicelase e
o pH final da fermentagao. O meio de farelo de trigo foi o mais adequado para a produg¢do de
B-glicosidase, apresentando atividade 7,0 U/ml em 72 horas de fermentagao.

INTRODUCAO

O crescente aumento da populagio mundial requer que novas fontes de produgdo de
alimentos e energia sejam desenvolvidas, sendo, nesse sentido, importante a utilizagdo da
celulose, a fonte de energia renovavel mais abundante da Terra. Os produtos da hidrélise de
materiais celuldsicos podem ser utilizados como substratos em processos fermentativos para
obtengdo de produtos alimenticios, combustiveis liquidos ou outras substincias quimicas de
interesse econdmico (Rodrigues, 1987).

A hidrdlise enzimética de material celuldsico até glicose envolve a agdo sinergistica de no
minimo trés diferentes enzimas: endo-[3- 1-4-glucanase (EC 3.2.1.4), exo-celobiohidrolase (EC
3.2.1.91) e a B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (Coughlan, 1985; Woodward et al., 1985, Da Silva
et at., 1997).

As enzimas endoglucanases e exo-celobiohidrolases atuam sobre a celulose produzindo
celobiose como produto final (Coughlan, 1985). A principal fun¢io da B-glicosidase,
comumente chamada de celobiase, é a hidrdlise da celobiose € outras celodextrinas a glicose,
reduzindo o efeito inibidor da celobiose sobre as enzimas endoglucanases e exo-
celobiohidrolases (Nadalini, 1997). Por prevenir o acimulo do dissacarideo, a B-glicosidase €
responsavel pelb controle da velocidade global da reagio de hidrélise celuldsica,
desempenhando assim, um efeito crucial na degrada¢io enzimatica da celulose (Sengupta et
al,, 1991).

Uma outra utilidade desta enzima ¢ a sua capacidade de degradar antocianinas produzindo
antocianidinas e agucar livre. A aglicona resultante tem pouca cor e é menos solivel que a
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antocianina, tendendo a ser rapidamente precipitada e facilmente removivel durante a
filtragdo. Isto é importante na industria de sucos, porque evita a alteragdo na cor que ocorreria
com a presenga de antocianinas durante o processo de pasteurizagio do suco (Palma-
Fernandez et al.,, 2002). Este efeito também é responsavel pela suavizagdo da coloragio do
vinho tinto durante a fabrica¢do deste.

A B-glicosidase também apresenta agdo hidrolitica sobre as isoflavonas (isoflavondides
glicosidicos) presentes na soja, liberando as agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina
(Matsuura, et al.,, 1989, Park et al.,, 2001). Estudos revelam que estas agliconas possuem
efeitos preventivos e inibitérios em casos de cincer de mama e prostata (Peterson & Barnes,
1991, 1993).

A sintese da f3-glicosidase por microrganismos depende de diversos fatores como: tempo de
cultura, presenga de compostos indutores no meio e um nivel intracelular adequado de
nutrientes € minerais (Palma-Fernandez, 2002).

Fungos e bactérias sdo capazes de produzir enzimas celuloliticas por fermentagdes
submersas (SmF) ou por fermentagdes no estado solido (SSF) (Persson et al, 1991).
Atualmente tem crescido a aten¢do para as fermentagdes no estado soélido, visto que esta
apresenta algumas vantagens sobre as fermenta¢des submersas (Fernandez et al.,1996), como
baixo capital e custo operacional, requer pouco espago fisico, necessita de equipamentos
simples para o desenvolvimento do processo e evita o consumo excessivo de dgua durante a
produgio enzimatica (Kalogeris et al., 2003).

Um dos maiores obstaculos na aplicagdo comercial da fermentagdo no estado solido estd na
produgdo de biorreatores capazes de operar em larga escala (Ashley et al, 1999). Algumas
dificuldades ainda nido foram completamente superadas como a transferéncia de massa ¢ a
remogdo do calor (Fujianet al, 2002).

Um dos maiores entraves para a exploragdo comercial das celulases é o elevado custo de
produgdo. A alta produtividade, aliada com a redugdo do custo na produgdo, toma o processo
de fermentagdo no estado sélido uma tecnologia promissora para a produgdo de celulases
(Krishma, 1999).

Este trabalho tem por finalidade o estudo parcial de alguns parametros envolvidos na
produgdo de B-glicosidase, em fermentagio solida, em diferentes substratos hemiceluloliticos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 11 diferentes tipos de substratos ricos em hemicelulose, sendo estes, farelo
de trigo, farelo de soja, casca de soja, casca de arroz, serragem, bagago de cana, sabugo de
milho, palha de milho, papel, papeldo e jornal.

MICRORGANISMO: Foi utilizado o fungo termofilico Thermoascus aurantiacus Miehe,
isolado de madeira em decomposi¢do em Manaus (AM), Brasil (Da Silva, 1992), mantido em
agar Sabouraud.

FERMENTACAO: Todos os substratos foram devidamente lavados com agua destilada e
posteriormente secos em estufa a 50°C por 48 horas.

A fermentagdo se deu em erlenmeyers de 500 ml com 5 g de substratos umedecidos com 5
ml de solugdo salina 0,1% de sulfato de aménia, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado
e 0,1% de nitrato de aménia. O material foi esterilizado a 121°C durante 20 minutos. Apds a
inoculagio, a fermentagdo ocorreu a uma temperatura de 50°C por 120 horas.

INOCULO: O microrganismo foi cultivado em erlenmeyers de 250 ml contendo 40 ml do
meio agar Sabouraud Dextose inclinado, mantido por 48 horas a uma temperatura de 50°C. A
resuspensdo do microrganismo foi realizada com 25 nl de solugdo salina 0,1% (descrita
anteriormente) devidamente esterilizada. A inoculagdo do fungo no substrato se deu pela
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transferéncia de 3 ml desta resuspensdo para os erlenmeyers contendo os meios de produgio
previamente preparados.

EXTRAGAO ENZIMATICA: Para a extragio da enzima foram adicionados 50 ml de dgua
destilada nos erlenmeyers fermentados, o micélio do fungo foi macerado e passadas 2 horas
foi realizada uma filtragdo (papel de filtro n°. 1 Whatmam), obtendo assim o filtrado
enzimatico bruto, para determinagio das atividades enzimaticas.

Producio enzimitica em funcio do tempo de fermentacio:

Neste experimento foram utilizados os substratos que apresentaram uma maior eficiéncia na
produgdo de B-glicosidase pelo microrganismo, farelo de trigo, farelo de soja, casca de soja e
sabugo de milho.

Amostras das fermentagdes foram retiradas de 24 em 24 horas, perfazendo um total de 144

horas. Além da atividade de B-glicosidase, outros pardmetros foram analisados, como as
atividades de endoglucanase, avicelase, xilanase e protease e também a variagio do pH
durante o processo fermentativo.
ATIVIDADE ENZIMATICA: A atividade de B-glicosidase foi determinada com 50 pL do
filtrado enzimatico, 250 pL de tampio acetato 0,1 M, pH 5,0 e 250 uL de 4-nitroferol B-
glicopiranosideo 4uM (PNPG, Sigma), reagindo por 10 minutos a uma temperatura de 60°C,
a reagdo enzimatica foi paralisada com 2 ml de carbonato de sédio 2 M e quantificadas por
espectrofotometria com A de 410 nm.

As atividades das enzimas xilanase, endoglucanase e avicelase foram medidas através da
quantidade de agucar redutor presente no final da reagdo enzimatica, sendo quantificado pelo
método de DNS (3,5-acido dinitrosalisilico). Foram utilizadas xilana, CMC e avicel como
substratos para as respectivas enzimas (Miller, 1959).

A atividade de protease foi quantificada com 200 pL de caseina 0,5% em édgua destilada,
200 pL de tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0 e 100 pL do filtrado enzimatico, reagindo por | hora
a uma temperatura de 60°C. A reagdo foi paralisada com 1 ml de TCA (4cido tricloroacético)
10% e precipitada por 30 minutos no banho de gelo. A absorbdncia devido a liberagdo de
aminoacidos foi quantificada por espectrofotometria com A de 280nm.

O teor total de proteina das amostras foi quantificado através do método de Hartree-Lowry,
utilizando soro albumina bovina como padrio (Lowry et al., 1951).

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade necessaria de
enzima capaz de liberar 1 pmol dos respectivos produtos por minuto de reagio.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Neste trabalho foram estudados diversos substratos, em diferentes tempos de cultivo, que
supostamente estimulassem o microrganismo a produzir a enzima [3-glicosidase.

Nossos resultados confirmam dados obtidos anteriormente por Palma-Fernandez (2002)
revelando que o microrganismo Thermoascus aurantiacus é um excelente produtor de

celulases em fermentagdo solida.
Dentre os 11 substratos testados, os que apresentaram um maior potencial para a produgdo

da B-glicosidase foram; farelo de trigo, farelo de soja, casca de soja e sabugo de milho, o
microrganismo ndo apresentou um crescimento satisfatorio nos outros substratos testados e
atividade B-glicosidica ndo foi detectada nestes (tabela I).
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Substratos crescimento Atividade de Atividade
B-glicosidase (Lmol/ml) | Especifica (U/mg)
Farelo de trigo 4.6 1,4
Farelo de soja 4,3 0,25
Casca de soja 1,8 1]
Sabugo de milho 135 1,0
Palha de milho — T
Bagaco de cana IR ey
Serragem ND i Ruen
Papel sulfite ND = A3
Jomnal ND oL
Caca de arroz ND s Soee
Papeldo ND s R

Tabela [: Crescimento +++ Bom, ++ Regular, + Pouco, ND Nio Detectado.

Trabalhos anteriores reportam uma boa produgdo enzimdtica € um &imo crescimento do
fungo em derivados de trigo e sabugo de milho (Palma-Fernandez 2002; Kalogeris et al.,
2003).

Produc¢iio enzimatica em fungio do tempo de fermentagio:

Nos quatro substratos utilizados nestes experimentos, observou-se uma tendéncia de
aumento do pH durante o processo fermentativo, foram mais expressivos entre 48 e 96 horas
de fermentagdo, posteriormente a estes aumentos ndo houve maiores alteragdes, exceto em
farelo de soja, que apresentou um decréscimo constante apds 48 horas de fermentagio
(grafico I). A variagdo do pH ¢ causada pela atividade metabdlica do microrganismo, podendo
aumentar ou diminuir de acordo com o que é liberado ou consumido no meio de cultivo
(Raimbault, 1998).

O microrganismo apresentou uma maior produgdo de [B-glicosidase em farelo de trigo,
obtendo cerca de 7,0 UL em 72 horas de fermentagdo, apds este pico, a produgdo enzimatica
diminuiu progressivamente até atingir 4,7 Ul em 144 horas de fermentagdo (grafico II). Os
dados obtidos apresentam similardade aos resultados obtidos por Kalogeris em 2003,
utilizando palha de trigo como substrato para 0 mesmo microrganismo; quando comparado a
ensaios utilizando Aureobasidum sp. em farelo de trigo, estes resultados sdo
consideravelmente maiores (Iembo et al., 2002).

—«—farelo de Ingo
——fareio de trigo —e—farelo de soja
—s—farelo de soja : —a—casca de so0ja
—4—casca de soja —v—sabugo de milho
~—v»—sabugo de milho

""h-..._‘__‘__-‘

gl

Beta-glicosidase (umol/ml)

. 2 %

Tempo (horas) Tempo (horas)

Grifico I: Variagdo do pH durante o processo de Grifico 1l: Atvidade de B-glicosidase em fungdo do
fermentagdo. tempo de fermentagdo.
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O farelo de trigo também foi o melhor substrato para a produgio das outras enzimas
analisadas, atingindo picos de produg¢do de 47,1 Ul para endoglucanase e¢ 7,7 UI para
avicelase, sendo o unico substrato que estimulou o fungo a produzir esta ultima enzima
(graficos III e IV). A produgdo do presente trabalho foi maior que a produgdo obtida por
Palma-Fernandez (2002), com o mesmo microrganismo em farelo de trigo. Esta maior
produtividade pode ser justificada pela adigdo da solugdo de sais para umedecer o substrato
durante a fermentagdo, o que provavelmente enriqueceu o meio com algum mineral nido
presente no farelo de trigo. Também foi constatado visualmente, que o crescimento do fungo
usando a solugdo salina (este trabalho) foi melhor que quando se usa apenas agua destilada
(trabalho de Palma-Fernandez) para umedecer o substrato. Em seu trabalho Palma-Fernandez
ndo determinou a curva de produgdo enzimdtica em fungdo do tempo, obtendo dados de
tempo univariavel de 120 horas. Além disso, ela usou apenas dgua destilada para umedecer
seus substratos, concluindo no final que sabugo de milho foi seu melhor substrato. Assim foi
interessante verificar a influencia do tempo e da solugdo salina na produgdo enzimatica. Os
dados obtidos estdo apresentados no presente trabalho.

~—e—faralo de ingo
—e—{faralo de soja
—a—casca de soja
—v—sabugo de milho

Avicelase (umol/ml)

E
5
3
c
g
g
2
w

8 7 s 120 T a8 72 % 120
Tempo (horas) Tempo (horas)

Grifico 11I: Atdvidade de endoglucanase em fun¢io do Grafico 1V: Atividade de avicelase em fungio do
tempo de fermentagdo. tempo de fermentagdio.

O microrganismo apresentou uma excelente produgdo de xilanase nos quatro substratos que
foram utilizados, sendo que em farelo de trigo o fungo atingiu sua maior produgdo que foi
233,1 Ul em 96 horas de fermentagio (grafico V).

Xilanase (umolVmi)

____,_,_.--'-—-._.____._____,_..—a
72 9% 120 14
Tempo (horas)

Grifico V: Atividade de xilanase em fungdo do
tempo de fermentagio.
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Bakir em 2001 obteve resultados similares com o microrganismo Rhizopus oryzae em
fermentagdo sélida. Kalogeris em 1998 em um experimento piloto com Thermoascus
aurantiacus utilizando palha de trigo como substrato obteve resultados muito proximos aos
obtidos no presente trabalho. O mesmo autor com a otimizagdo do processo fermentativo
conseguiu uma produgdo consideravelmente maior. Os dados reforgam os resultados obtidos
por Silva em 1992, de que o microrganismo € 6timo produtor de xilanase.

A produgdo de protease foi praticamente inexistente quando comparada com as demais
enzimas analisadas neste trabalho, ndo apresentando relagdo com o decréscimo das atividades

enzimaticas.
CONCLUSOES

Concluimos com este trabalho que o melhor substrato para produgdo de B-glicosidase pelo
microrganismo Thermoascus aurantiacus é o farelo de trigo. O tempo de produgdo 72 horas,
também ¢é baixo para a média obtida por fungo, o microrganismo também apresenta um
grande potencial para a produgio de endoglucanase, avicelases e destaca-se como um
excelente produtor de xilanase.
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RESUMO

O controle da temperatura no substrato é muito importante na SSF para germinagdo dos
esporos, o crescimento e a esporula¢do dos microrganismos, metabolismo e a produg¢do de
enzimas. O objetivo deste trabalho foi de estudar as variagdes de temperatura, a
influéncia da densidade aparente do leito semi sélido na produgdo das enzimas exo e endo —
poligalacturonase por Penicillium italicum IZ 1584, utilizando de bagago de laranja como
substrato. Utilizou-se reatores de coluna encamisados ¢ as fermentagdes tiveram duragdo
de 7 dias, a 28°C. O meio de fermentagdo foi enriquecido de sais nutrientes (NH;NO;,
KH>PO4 e MgSO,7H>0) e com umidade final de 55%. Foram utilizadas densidades aparentes
(430, g/L; 522g/L; 570g/L: 665g/L e 760g/L) e as medidas de temperatura foram feitas
usando termopares de cobre constantd (Tipo T) distribuidos ao longo do reator e um
voltimetro que fornecia as leituras de temperaturas. No meio com menor densidade aparente
(430g/L) a temperatura atingiu 31,9°C no centro da coluna e no meio com maior densidade
aparente (760g/L) temperatura de 36,2°C. A andlise da atividade da exo-pectinase,
realizada pela quantifica¢do dos grupos redutores, expressos como dcido galacturénico
pelo método de Somogyi, revelou valor mdximo de 264 U/g no sexto dia de fermentagdo
com densidade aparente de 430 g/L, a endo - pectinase, calculada em centipoase, através da
porcentagem de redugdo da viscosidade da amostra em relagdo ao controle, teve valor
maximo de 738 U/g no quinto dia de fermentagdo com a mesma densidade aparente.

INTRODUCAO

Segundo PANDEY et al. (2000) a fermenta¢do semi-sélida ¢ definida como um processo
que ocorre na auséncia ou quase auséncia de 4gua livre, usando substrato natural ou inerte
como suporte solido. Este mesmo autor afirma que o processo da SSF possui vantagem no
bioprocesso e na producdo de varios produtos. Devido a baixa atividade de dgua os
microrganismos mais utilizados s3o os fungos (ZHENG e SHETTY, 2000). Varios residuos
agro- industriais s3o utilizados como substrato, como bagac¢o de laranja (RIZZATTO, 1999),
farelo de trigo e de arroz (KAPOOR, 2000), farelo de soja (CASTILHO, 2000), polpa de
ma¢i (BEROVIC E OSTROVERSNIK, 1997), polpa de café (BOCCAS, 1994), etc. Apés a
preparagdo do substrato semi-s6lido para o processo de fermentagdo, este pode sofrer variagdo
na sua natureza fazendo com que ocorra variagdo na densidade aparente, causando uma
compactagido no meio semi-sélido. Essa compactagdo pode vir a limitar o processo
fermentativo em reatores de coluna, dificultando a transferéncia de calor e massa em reatores
de escala industrial. Este problema depende de varios fatores como o tipo de substrato e
biorreator utilizado, assim como a acomodagdo do leito fixo. As enzimas pectinoliticas so
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Capitulo 11

largamente empregadas nas industrias de alimentos; sdo usadas na produ¢do de vinhos e
sucos de frutas, onde seu uso acarreta vantagens, como aumento da qualidade do suco
livite. Em industria téxtil pode ser usada durante o processamento de fibras naturais de
celulose, onde a degomagem das fibras requer pectinases livres de celulases. Elas
também podem ser usadas no preparo de alimentos infantis, na maceragdo enzimatica de
vegetais durante a produgdo de néctar e polpa de fruta ou de vegetais.

MATERIAL E METODOS

1- Microrganismo e sua manutengio

O microrganismo utilizado foi o fungo Penicillium italicum 1Z 1584, obtido junto ao
Instituto Zimotécnico, ESALQ/USP, Piracicaba, S.P. A manutengdo foi feita através de
repiques em tubos de ensaio contendo meio 4gar-batata-dextrose (BDA) inclinado, os quais
foram incubados a 28°C ap6s a inoculagdo. Depois de cinco dias foram mantidos em estoque
em tubos de ensaio contendo dleo mineral.

2- Maeio de cultivo para produgcio de enzimas

Os meios de cultivo para a SSF foram definidos a partir do meio utilizado por HENNIES
(1996) e RIZZATTO (1999). Nos meios de fermentagdo foram utilizados bagago de laranja
como substrato, enriquecidos com solugdes de nutrientes minerais: NHysNO; KH,POs e
MgS0O4.7H,0.

3- Inéculo

O in6culo para a SSF foi preparado pela adigdo de tween 80 0,01% aos tubos de ensaio
contendo a cultura do fungo P. italicum I1Z 1584 desenvolvida por 7 dias a 28°C, em meio
BDA. As suspensdes de esporos foram obtidas apds raspagem do 4gar com alga de
inoculagdo, seguida de agitagio manual.

4- Estudo da varia¢do da temperatura com diferentes densidades aparentes

Foram usados fermentadores de coluna com leito fixo, construidos de vidro pirex de 50 mm
de didmetro e 300 mm de altura. Em cada fermentador foi colocado bagago de laranja
triturado adicionado de sais e inoculado com esporos do fungo. Os constituintes do meio
foram pesados e preparados em embalagens flexiveis e a autoclavagem foi realizada a 121°C
por 30 minutos. Apds resfriamento, os meios foram inoculados com a suspensdo de esporos
(107 esporos/g), homogeneizados e transferidos assepticamente para os fermentadores. Foram
utilizados varios pesos de substrato para determinagdo das densidades aparentes.

Para obter as vérias densidades, foi utilizado uma massa de meio conhecida, um vibrador e
um bastdo para transferir o substrato para os reatores. Foram realizados 5 ensaios para cada
valor de densidade para diminui¢3o dos erros nas medidas. As medidas de temperatura foram
feitas usando termopares de cobre-constantd (Tipo T), dispostos ao longo da coluna em
diferentes alturas e um voltimetro que fornecia as leituras de temperaturas. O ar injetado na
base da coluna foi saturado com vapor de 4gua estéril € este passou por um rotdmetro para
controle de sua vazdo, sendo injetado no fermentado através de um distribuidor construido de
aco inoxidavel, de maneira a minimizar a formag¢ao de caminhos preferenciais. A temperatura
da 4gua que circulava pela camisa do fermentado foi mantida a 28°C.

5- Medida da atividade enzimdtica
5.1- Atividade de exo-Poligalacturonase (exo-PG)

Uma aliquota de solugio enzimética bruta (0,5 ml) foi misturada a 0,5 ml de solugdo de
pectina citrica 0,1% em tampdo citrato-fosfato 0,1M pH 5,5 e incubada em banho-maria a
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temperatura constante de 40°C durante 20 minutos. A quantificagdo dos grupos redutores,
expressos como acido galacturdnico, foi realizada pelo método de SOMOGIY (1952). Uma
unidade da atividade (UI) foi definida como pmol de é4cido galacturénico produzido por
grama de material fermentado umido (Ul/g MFU).

5.2- Determinagio da atividade de endo -Poligalacturonase (endo-PG)

A atividade de Endo-PG foi determinada utilizando-se o viscosimetro Visco Basic
(Fungilab) numa mistura de rea¢do composta por 5,3 ml de tampdo citrato-fosfato 0,2M pH
6,0 com pectina a 3%, 0,7mL de tampdo citrato-fosfato 0,2M pH6,0 e 2mL da solugdo
enzimatica. O controle constou da mesma mistura, porém com a enzima inativada. A medida
foi realizada em centipoase, e determinou-se a porcentagem de redugdo da viscosidade da
amostra em relagdo ao controle. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para reduzir em 50% da viscosidade da solugdo em dez minutos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizados varios ensaios de fermentagdo com densidades aparentes diferentes
(430g/L, 522g/L, 570g/L, 665g/L e 760g/L). Para todos os ensaios foram mantidas todas as
condi¢gdes normais de fermentagdo. Para o controle da temperatura os meios foram aerados
com ar saturado de 20 L/h a temperatura de 28°C, 4dgua a 28°C no encamisamento da coluna e
umidade do meio de 55%. Em todos os ensaios as temperaturas foram monitoradas com
termopares distribuidos ao longo do reator.

As Figuras I, II, I, IV e V mostram os perfis de temperatura ao longo da fermentagdo.
Pode-se observar que as temperaturas ao longo das fermentagdes foram maiores nos ensaios
com densidades aparentes maiores. O meio com menor dyp (430g/L) apresentou temperatura
de 31,9°C no centro da coluna e o meio com maior dap (760 g/L) temperatura de 36,2°C, um
aumento de 4,3°C.

A simples comparacdo dessas figuras, mostra a importancia do sistema de controle de
temperatura, pois com a maior densidade aparente (d.,=760g/L), ou a maior compactagdo do
meio, a aeragdo arrastava o meio de forma pistonada, interrompendo assim a dissipagdo do
calor metabdlico gerado.

Temperatura ¢C)

Figura L Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-sélido
em fungdo da densidade aparente do meio (dsp=430g/L)
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Figura IL Perfis de temperatura das diversas alturas do leito semi-sélido
em fungdo da densidade aparente do meio (dap=522g/L)
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Figura III. Perfis de temperatura das diversas altura (h) do leito semi-s6lido em
fun¢do da densidade aparente do meio (dep=570g/L)
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Figura IV. Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do leito semi-sélido em
fungdo da densidade aparente do meio (dap=665g/L)
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As maiores temperaturas em todos os meios de fermentagdo apresentaram-se na altura
central (h=144 mm) do reator e as menores na parede onde mantiveram-se com pequenas
alteragdes ao longo da fermentagdo. Nas alturas de 70 mm e 210 mm as temperaturas
apresentaram-se menores comparadas com as temperaturas centrais, devido a transferéncia
convectiva do calor da parte inferior da coluna pelo ar ascendente e no topo da coluna, onde o
meio troca calor com a corrente de ar e ambiente. GOWTHAMAN et al. (1993) estudaram o
gradiente de temperatura e concentragdo de gas em fermentagdo com reator de coluna
(h = 345mm e d =150mm) e observaram que na altura de 33mm a temperatura do meio
atingiu 35°C, nas alturas de 170mm e 280mm as temperaturas maximas foram de 45°C e
47°C, respectivamente. STUART et al. (1999) observaram aumento de temperatura ao longo
da fermentagdo semi-sélida na produgdo de proteina em reator de coluna, onde a temperatura
no meio com maior quantidade de substrato (3Kg) foi de 35,5°C e para 1,5Kg de substrato de

33,4°C.

Ve 2HE Y BEEY

Figura V. Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do leito semi-sélido em
fun¢ldo da densidade aparente do meio (dap=760g/L)

As Figuras VI e VII mostram o efeito da densidade aparente do meio (dqp) sobre a atividade
enzimatica de exo e endo-PG, ao longo do processo de fermentagdo do meio semi-solido.
Pode-se observar pelas figuras que o meio com densidade aparente menor (430 g/L) foi o que
permitiu obter maiores valores de atividade enzimatica, 264 U/g no sexto dia de fermenta¢do
e 738 U/g no quinto dia de fermentagdo para exo e endo-PG, respectivamente.

Figura VI. Efeito da densidade aparente do meio (dap) sobre a atividade de exo-PG ao
longo do processo fermentativo.
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Figura VIL Efeito da densidade aparente do meio (d.p) sobre a atividade de endo-PG
a0 longo do processo fermentativo.

Comparando os diversos meios observa-se que 0 meio com dyp, = 570 g/L permitiu obter
valores de atividade de exo de 93% e para endo-PG de 86% maiores que as atividade do meio
com menor d,,. Para os meios com dip = 665g/L e dyp = 760 g/L, foram obtidos atividades
para exo-PG 77% e 67% e para endo-PG 81% e 66%, respectivamente. Tais valores podem
ser observados nas Figuras 9.3.1 e 9.3.2 , onde compara-se as curvas de atividade para as
diversas densidades aparentes utilizadas. COSTA, 1996 fez realizou ensaios em fermentador
de coluna com densidades diferentes de meio de cultivo para produgdo de amiloglicosidase
utilizando farelo de arroz como substrato e tambémrse 1342,3 U/g e para d, = 924 U/L
obteve-se 1274 U/g. Para obten¢do de amiloglicosidase utilizando como substrato farelo de
trigo, PANDEY ¢ RADHAKRISHNAN (1992) variaram as densidades aparentes dos meios
fermentativos ( 320 a 400g/L) e obtiveram melhor atividade no meio com dap, = 350 U/L.

CONCLUSOES

Ao longo do processo de fermentagdo os valores de temperatura no centro do fermentador
foram maiores nos ensaios com densidades aparentes maiores. A compacta¢do do meio no
interior da coluna afetou a aera¢io no interior desta, dificultado a remo¢do de calor fazendo
aumentar a temperatura de maneira a prejudicar o crescimento do fungo utilizado.

O crescimento microbiano foi menor nos meios com densidades aparentes maiores e
consequentemente menor a atividade enzimatica. Essa diminui¢do de atividade enzimatica
com o aumento da densidade aparente, deve-se ao fato da dificil remogdo do calor metabélico
gerado e a formagdo de gradientes nas concentragdes de O; e CO,.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BEROVIC, M. & OSTROVERSNIK, H. (1997), Production of Aspergillus niger pectinolitic enzymes
by solid-state bioprocessing of apple pomace. J. Biotechnol., 53, 1, 47-53.

BOCCAS, F.; ROUSSOS, S.; GUTIERREZ, M. SERRANO, L.; VINIEGRA, G. G. (1994), Production of
Pectinase from coffee pulp in solid state fermentation system: selection of wild fungal isolate of high potency by
a simple three-step screening technique. Journal Food Science Technology. V. 31, p. 22-26.

CASTILHO, L. R.; MEDRONHO, R. A.; ALVES, T. L. M. (2000), Production and extraction of pectinases
obtained by solid state fermentation of agroindustrial residues with Aspergillus niger. Bioresource Technology v.
71, p.45-50.

AVA
AVAYEY

3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 14 15 1o 17 18 19



Capitulo IT

COSTA, J.A.V. Estudo da produ¢io de amiloglicosidase por Aspergillus niger NRRL 3122 em fermentagio
semi-solida de farelo de arroz. (1996), Campinas. 202 p. Tese de doutorado em Engenharia de Alimentos.
UNICAMP, Universidade Estadual de Campinas.

GOWTHAMAM, M. K.; RAGHAVA, K. S. M. S.; GHILDYAL, N. P.; KARANTH, N. G. (1993), Gas
concentration and temperature gradients in a solid-state fermentor. Biotechnology Advances, v. 11, p. 611-620.

HENNIES, P. T. Produgdo de pectinase de Penicillium italicum através de fermentagdo em meio semi-solido
(1996), Campinas. 68 p. Tese de Mestrado em Engenharia de Alimentos. UNICAMP, Universidade Estadual de
Campinas.

KAPOOR, M.; BEG, Q. K.; BHUSHAN, B.; DADHICH, K. S.; HOONDAL, G. S. (2000), Production and
partial purification and characterization of a thermo -alkali stable polygalacturonase from Bacillus sp. MG<cp-2.
Process Biochemistry. V. 36, p. 467 = 473,

PANDEY, A.; SOCCOL, C. R.;; MTCHELL, D. (2000), New developments in solid state fermentation: F
bioprocess and products. Process Biochemistry. V. 35, p. 1153 - 1169.

RIZZATTO, M. L.; GOMES, E.; ALEGRE, R. M. (1999), Estudo da produgio de pectinases por Penicillium
italicum 1Z 1584 ¢ Aspergillus niger NRRL 3122 por fermentagio semi-sélida em bagago de laranja
industrializado. Campinas.

SOMOGY, M. (1952), Notes on sugar determination. Journal of Biologycal Chemistry, v. 195, p. 19.

ZHENG, Z.; SHETTY, K. (2000), Solid state production of polygalacturonase by Lenfinus edodes using fruit
processing wastes. Process Biochemistry, v. 35, p. 825-830.




CAPITULO III

PRODUCAO DE ENZIMAS DESPOLIMERIZANTES DE
MATERIAL VEGETAL COMAPLICACAO INDUSTRIAL:

Microrganismos termofilicos e produgdo de enzimas termoestaveis
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INTRODUGAO
1-Microrganismos termofilicos

Uma das mais surpreendentes propriedades dos microrganismos é sua
habilidade de adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores como pH,
temperatura, pressdo e concentracdo de sal ultrapassam os valores
considerados como padrdo para a maioria dos seres vivos (LASA;
BERENGUER, 1993).

Dentre todos esses fatores, a temperatura € que mais influencia o
funcdo das biomoléculas e a manutengio das estruturas biolégicas. De fato, a
maioria dos organismos, atualmente conhecida, pode crescer somente dentro
de uma faixa estreita de temperatura. Entretanto, a existéncia de ambientes
geotermicamente estaveis tém permitido a selegdo ou a persisténcia de
microrganismos que ndo apenas resistem, mas também requerem altas
temperaturas para sobreviver. Estes organismos sao chamados de terméfilos
ou termofilicos e sao classificados em (MANDIGAN et al., 2003):

a) Termofilicos que incluem organismos com faixa de crescimento entre um
minimo de 20°C em um maximo de 55°C, sendo as temperaturas 6timas entre
40° e 50°C. Nesse grupo estao incluidos procariotos dos Dominios Bacteria e
Archaea e do Dominio Eukarya (fungos filamentosos).

b) Termofilicos extremos que incluem microrganismos capazes de crescer em
temperaturas entre 65° a 85°C. Esse grupo é representado pelos procariotos
dos Dominios Bactéria e Archaea.

c) Hipertermofilicos entre os quais estdo as Archaea com capacidade de
crescer em temperaturas de 85° até 110°C.

Evidéncias sugerem que organismos hipertermofilicos foram as
primeiras formas de vida na Terra e suas proteinas podem, portanto, servir
como modelos para o entendimento da evolugao das enzimas sob os pontos de
vista biologico, quimico e fisico-quimico (ARNOLD et al., 2001).

Embora ndo se conhega a temperatura maxima na qual a vida é

possivel, acredita-se que esta ndo atinja valores muito acima de 110°C,

temperatura em que os aminoacidos e outros metabdlitos € mondmeros
celulares sdo instaveis, embora o ATP entre em hidrdlise espontanea somente
a 140°C (STETTER, 1996; ADAMS, 1978).
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Existem mais de 70 espécies, 29 géneros e 10 ordens de
hipertermofilicos, sendo a maioria do Dominio Archaea. Entre os organismos
hipertermofilicos descritos, o Pirococcus fumari é o que consegue crescer em
temperaturas mais elevadas, entre 90 e 113 °C (HUBER et al,, 1986). No
Dominio Bactérias destacam-se poucas espécies como Aquiflex pyrophilus,
Fervidobacterium pennavorans, Thermatoga maritima, Thermocrinis rubber,
Aquiflex profundus e T. neapolitana (VIELLY; ZEIKUS, 2001; HUBER et al.,
1998; HUBER et al.,, 1992; HUSER et al., 1986).

Poucas espécies de Eucariotos conseguem crescer entre 45° e 55°C.
Essa maior termolabilidade deve-se mais aos seus sistemas de membrana, do
que a termoestabilidade das enzimas ou de outros compostos quimicos
celulares. O primeiro fungo termofilico isolado foi Mucor pusillus, ha um século
atras. Em seguida, Hugo Miehe estudou a microflora de pilha de compostagem
de residuos agricolas isolando outras espécies de fungos termofilicos. Cerca
de 30 espécies de fungos somente, entre as 50.000 descritas, crescem em
temperaturas entre 40°C e 45°C, embora existam algumas espécies com
capacidade de crescer entre 60° e 62°C (MOUCHACCA, 1997).

Na natureza, em ambiente mesofilico, os organismos termofilicos se
desenvolvem em processos de compostagem durante a fase de alta
temperatura (acima de 40°C), sucedendo a microflora mesofilica. Estudos
comparando o aumento da temperatura de material solido inoculado com
culturas mesofilicas e termofilicas demonstraram que a temperatura maxima de
aquecimento do meio depende da temperatura maxima de crescimento da
linhagem e que esse fendmeno é fator seletivo para organismos termofilicos
(MAHESHWARI et al., 2000; MOUCHACCA, 1997).

Num processo de compostagem, pode-se distinguir trés fases: na
primeira fase, a microbiota mesofilica cresce aceleradamente, assimilando,
preferencialmente, as fontes de carbono prontamente assimilaveis e soluveis
(agucares, aminoacidos e acidos organicos) ou polimeros de mais facil acesso
gerando calor através das reagbes metabodlicas exotérmicas e elevando a

temperatura para aproximadamente 40°C. Esse aumento de temperatura inibe

o crescimento dos mesofilicos e estimula a germinagdo dos esporos dos
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fungos e bactérias termofilicos, iniciando a segunda fase do processo. Nessa
etapa, as fontes de carbono mais facilmente assimilaveis, ja estariam
exauridas, restando os polissacarideos constituintes da biomassa, como a
celulose, hemicelulose e pectina, cuja degradagéo requer intensa liberagéo de
enzimas extracelulares. O resultado desse processo é a degradagao do
material vegetal a polimeros menores e um aumento da temperatura para
préximo de 60°C. A terceira fase do processo caracteriza-se pela inibicdo do
crescimento dos fungos e redugao de atividade bioquimica no material, embora
as atividades das bactérias extremofilicas e hipertermofilicas sejam
continuadas (MAHESHWARI et al., 2000).

Pelo exposto, espera-se que fungos e bactérias termofilicos sejam
potenciais produtores de enzimas despolimerizantes. Entretanto, alguns fungos
termofilicos como Thermomyces lanuginosus, Talaromyces duponte e Mucor
(Rhizomucor) pusillus nao conseguem utilizar a celulose como fonte de
carbono. Porém, a incapacidade de hidrolisar um determinado polimero como
celulose, nao significa que o fungo nao tenha sistema enzimatico para hidrélise
de outro polimero. Alguns fungos como Humicola insolens ndo degradam
celulose, mas sao capazes de usar a xilana como fonte de carbono, crescendo
melhor sobre esse polimero do que em meio com agticares mais simples assim
como, fungos pectinoliticos termofilicos nem sempre sao bons produtores de
enzimas hemiceluloliticas. Por outro lado, os organismos que nao
despolimerizam a matéria organica podem crescer comensalmente utilizando
agucares liberados por outros organismos que o fazem (SINGH et al, 2000).

2-Adaptacao dos microrganismos a termofilia

A adaptagdo de um determinado microrganismo a termofilia envolve
aspectos cruciais como adaptagdo da membrana citoplasmatica, das proteinas
e do DNA as temperaturas acima da faixa mesofilica.

A adaptagdao das membranas em termofilicos corresponde a um
processo chamado homeoviscoso, 0 qual consiste na substituigdo de acidos
graxos insaturados por acidos graxos saturados, de modo que a membrana

adquira um equilibrio entre densidade e fluidez, necessario para a manutengao
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de sua integridade fisica e funcional em temperaturas elevadas. Essa
adaptagéao ocorre nos Dominios Bacteria e Eukaya (Reino Fungi) (ADMAS,
1993).

No Dominio Archeae, as membranas apresentam lipideos formados por
ligagéo éter entre o glicerol e um hidrocarboneto (cadeias hidrofobicas longas
formadas por repetidas unidades do composto contendo cinco carbonos
isopreno). Os lipideos mais comuns de Archeae sdo o glicerol diéter e o
diglicerol tetraéter de fitanil (C 20) e bifitanil (C40). Além disso, a estrutura geral
dessas membranas corresponde a uma monocamada lipidica em contraste
com o modelo de bicamada formada por acidos graxos e glicerol das
membranas bioldgicas convencionais. Essa estrutura diferenciada possibilita a
estabilizagdo da membrana citoplasmatica em temperaturas em torno de 100°C
(JAENIKE; BOHM, 1998; TOLNER et al., 1997, DE ROSA et al., 1994,
JAENIKE, 1991).

A manutengdo da estrutura do DNA sem davida €& um fator
imprescindivel para a estabilidade de organismos termofilicos, principalmente,
de hipertermofilicos. No citoplasma desses ultimos, tem sido detectada grande
quantidade de 2,3-difosfoglicerato ciclico de potassio, cuja fungdo & impedir
danos quimicos na molécula de DNA, como a despurinagdo que pode ocorrer
em altas temperaturas. Ainda, todos os hipertermofilicos produzem uma unica
forma diferenciada de DNA topoisomerase chamada DNA Girase Reversa a
qual introduz superenovelamentos positivos no DNA, em contraste com 0s
superenovelamentos negativos gerados pela DNA Girase convencional
(LOPEZ, 1999). O superenovelamento positivo promove maior resisténcia do
DNA a desnaturagao térmica.

Outras proteinas também aparecem relacionadas a termoestabilidade do
DNA, como por ex., uma pequena proteina termoestavel chamada Sac7d,
encontrada em Sulfolobus, que se liga ao sulco menor do DNA aumentando
sua temperatura de desnaturagdao em cerca de 40°C. Semelhante a Sac7d,
existem também as proteinas fortemente basicas, com seqiéncia homologa as

histonas de Eukaya, chamada “histonas de Archeae” que compactam o DNA

em estruturas semelhantes a nucleossomos mantendo-o em dupla fita mesmo
em temperaturas elevadas (MADIGAN et al., 2003, THOMAS ; CAVIOCHIOLI,
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1998).

Dentre os fatores que afetam a estabilidade e cinética das proteinas (pH,
detergentes, agentes caotropicos e calor) o calor € que mais requer formas de
adaptagdo dentro do contexto bioldgico.

Termoestabilidade de uma enzima refere-se a termoestabilidade
dinamica e cinética. A termoestabilidade termodinamica (T,,) representa 50%
da enzima desdobrada e a termoestabilidade cinética, reflete a meia vida (T )
da enzima, a uma determinada temperatura. Essa termoestabilidade esta
diretamente associada ao dobramento da proteina, o qual é estabilizado por
equilibrio entre forgas de dobramento e de desdobramento (energia de
estabilizagdo da enzima AGgas) que € representado por (VIEILLE et al., 1996):

AGstab = AHstan - ASsian, ONde AH = entalpia de estabilizagdo

(dobrado) e AS = entropia (desdobrado)

Enzimas estaveis a elevadas temperaturas sdo chamadas termozimas,
contra terminologia equivalente mesozima, para as mais sensiveis.

A conformacédo funcional para termozima e mesozima é a mesma
conforme mostrado pela curva Anhenius linear, sugerindo que as mesmas
permanecem inalteradas apesar da diferenga de temperatura de atuagéo de
ambas. Entretanto, deve ser destacado que algumas enzimas de
hipertermofilicos apresentam curva de Anhenius atipica, com bifase, indicando
mudanga conformacional significativa (DANIEL, 1996).

A proteina nativa € mantida por um delicado balango de forgas nao
covalentes, como pontes de H, pareamento de ions, interagdes hidrofébicas e
for¢ca de Van der Waals. Com o aumento da temperatura, essas interagdes séo
rompidas e a proteina se desdobra. O grau de desdobramento de uma proteina
pode ser observado por colorimetria, fluorescéncia, espectroscopia de

discroismo circular, viscosidade e migragdo. Algumas proteinas recuperam sua

conformagao ativa apos o resfriamento, porém, para a maioria, a desnaturagéo

é irreversivel. As proteinas desenroladas formam estruturas dispersadas que
podem agregar-se. Essa a agregagado ocorre quando residuos hidrofébicos,
que normalmente ficam no interior da molécula nativa e que tornaram-se

expostos ao solvente, em consequiiéncia do desenrolamento, interagem com
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outros residuos hidrofébicos de outras cadeias desenroladas. Esses agregados
precipitam, caracterizando a enzima desnaturada (VOET et al., 2002,
TOMAZIC; LIBANOV, 1988).

Outro fator de desnaturagao da proteina € a desamidagao da Asparagina
(Asn) e da Glutamina (GIn). Proteinas desenroladas tornam-se muito mais
susceptiveis a desamidagdo do que a nativa, pois os residuos mais
susceptiveis sdo expostos. No mecanismo acido base geral, o acido geral (HA)
protona o grupo (—NH) da Asn. A base geral (A" ou OH’) ataca o carbono do
grupo carbonila do grupo amida ou ativa um outro grupo nucleofilico. O estado
de transigao &, supostamente, um intermediario oxi-anion tetraédrico. A ordem
com que o acido ou a base atacam depende do pH (DEMIRJIAN et al., 2001).

Outro fator de desnaturagdo da proteina € a hidrélise de ligagbes
peptidicas, a qual ocorre mais freqientemente no C-terminal lateral do acido
Aspartico, em ligagbes entre Asp—Pro a qual tem se mostrado ser a mais labil
das ligagbes peptidicas. Essa ligagdo é mais labil porque o N da Pro é mais
basico do que o de outros residuos e o Asp tem uma propensao aumentada
para a f-isomerizagao quando ligadas ao N da Prolina. Também pode ocorrer
clivagem entre as ligagdes Asn—Xaa por um mecanismo semelhante no f-
aspartil. Nessa reagéo, o grupo amino do Asp atua como nucledfilo, atacando
seu proprio carbono carboxila da cadeia principal. A temperatura que favorece
o desenrolamento também aumenta a propensdo a quebra das ligagbes
peptidicas (SCANDURRA et al.,1998).

A B-eliminagdo de pontes dissulfeto também é fator de desnaturagao de
proteinas, sendo mais susceptiveis aquelas com alto teor de aminoacidos
enxofrados. A reagéo de B-eliminagédo consiste na destruigdo das pontes S—S
em condigdes alcalinas, produzindo dihidroalanina e tiocisteina. A primeira
reage como grupo nucleofilico, principalmente grupo amino da Ala e forma
lisinoalanina. A agdo da segunda nao é ainda bem entendida. A B-eliminagao
produz tidis livres que podem catalisar permutas de pontes de S—S e
desnaturar a proteina (VIELLE; ZEIKUS, 2001).

A oxidagdo da cisteina, geralmente catalisada por cations,

principalmente Cu*?, leva a formago de pontes S—S intra e inter molecular. A
Cys também pode desencadear trocas de S—S levando a variagdo estrutural,
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como por ex, pontes S—S inter-unidades (KUMAR ; NUSSINOV, 2001).

A exposigao de residuos, decorrente do desenrolamento da molécula de
proteina, também pode acelerar outras reagdes envolvendo outros residuos de
aminoacidos, como oxidagdo da metionina ao seu sulfoxido, racenizagao de
residuos Asp, mudanga da Ser para sua forma D, reagdo da Lys com agucar
redutor (reagdo de Maillard), autdlise de proteases decorrentes de alteragbes
das dobras da estrutura secundaria (VOET et al.,2002).

A adaptagcdo a ambientes com temperatura acima da mesofilica, na
maioria dos casos, ndo requereu nova maquinaria molecular, visto que o0s
termofilicos possuem moléculas muito semelhantes as dos mesofilicos.
Entretanto, algumas diferengas na sequéncia, estrutura, fungéo, propriedades
dinamicas e termodindmicas podem ser observadas entre enzimas de
psicrofilicos, mesofilicos e termofilicos (NIEHAUS et al., 1999).

As diferengas observadas nas sequéncias das proteinas nem sempre
podem ser relacionadas com termoestabilidade, haja visto, que uma
combinagdo de fatores de pressdo seletiva atuaram sobre as proteinas por
milhdes de anos (pressdo, pH, temperatura), além das mutagdes silenciosas
que se acumularam. Dessa forma, para elucidar o mecanismo adaptativo €
importante distinguir o comportamento da enzima que é ditado pela biologia,
daquele que é ditado pela fisico-quimica (termoestabilidade e propriedades
cataliticas). Durante o curso da evolugdo, as enzimas foram ajustando suas
interagdes estabilizadoras de modo a otimizar o balango entre rigidez (para a
estabilidade) e flexibilidade (para atividade) (ARNOLD et al., 2001).

Para que uma proteina de psicrofilico tenha eficiéncia catalitica, a 10°C,
comparavel a dos mesofilicos, deve exibir, nessa temperatura, movimento
térmico da mesma maneira que a mesofilica, a 37°C. Quando essa enzima de
psicrofilico é exposta a 37°C, o movimento térmico torna-se téo acelerado que
pode levar a perda de sua estrutura nativa (desdobramento). Ao contrario,
quando a mesozima é resfriada a 10°C sua flutuagéo térmica € reduzida,
diminui a mobilidade conformacional de seu sitio catalitico e,

conseqiientemente, a eficiéncia de catalise (FAGAIN, 1995).
InGmeros trabalhos tém evidenciado que a adaptagdo das proteinas a

termofilia esta relacionada, principalmente, com o aumento da rigidez da
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molécula (KARSHOKOFF; LADENSTEIN, 1998; FAGAIN, 1995), embora as
enzimas excepcionalmente flexiveis tenham sido isoladas de Archaeas
hipertermofilicas (GRAZIANO et al., 1995).

A elevada rigidez intrinseca da proteina termofilica em temperaturas
mesofilicas (<40°C) deve-se ao aumento da entropia de dobramento que é
resultante da interagdo de varias forgas. Essa rigidez leva ao requerimento de
alta temperatura de atividade para a promogdo do movimento térmico e o
aumento da flexibilidade essencial para a atividade catalitica, ou seja, a
adaptacao da proteina as temperaturas extremas parece ser o resultado de um
equilibrio entre aumento da rigidez responsavel pela estabilidade térmica e a
flexibilidade requerida para exercer sua fungdo fisiolégica (SHIRAKI et al.,
2001).

Duas estrategias evolutivas parecem definir a termoestabilidade: fatores
intrinsecos ou diretamente associados a estrutura da molécula, levando a
rigidez e ao dobramento e fatores extrinsecos, que ajudam a estabilizar as
proteinas num determinado meio, como solutos, ligantes, chaperonas
moleculares e o proprio substrato (BRUINS et al., 2001).

Visto o consenso de que a rigidez e o dobramento sdo as causas da
termoestablidade, € necessaria a compreensdo dos fatores que contribuem
para que essa rigidez ocorra.

O chamado “efeito hidrofobico” €& o principal mecanismo de
termoestabilidade intrinseca da proteina e direciona o dobramento que resulta
na estrutura nativa da molécula e diminui sua tendéncia de se desdobrar. Essa
conclusao, segundo Scandurra et al. (1998), foi baseada nas seguintes
observagdes: a) Solventes polares ndo desnaturam proteinas termoestaveis; b)
residuos hidrofobicos sé@o “seqiestrados” para o interior da molécula, evitando
o0 contato com a agua; c) residuos hidrofébicos das proteinas termoestaveis
sao mais conservados do que os hidrofilicos.

Embora as proteinas de mesofilicos tenham uma estabilidade basica
dada pelo “core” hidrofdobico, que € a regido mais conservada da molécula, a
diferengca entre estas e as termozimas € que essa hidrofobicidade, nessas
ultimas, aparece também nas regides menos conservadas. As proteinas

termoestaveis tendem a apresentar nucleos altamente hidrofébicos.
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O efeito hidrofébico faz com que as substéncias apolares minimizem
seus contatos com a agua. A agregagao das cadeias apolares dos aminoacidos
no interior que uma proteina favorece o aumento da entropia de dobramento da
molécula, pois evitam a formagao de “gaiolas” ordenadas de moléculas de
agua em torno dos grupos hidrofébicos. Quanto maior a hidropatia (tendéncias
hidrofobicas e hidrofilicas combinadas de cada aminoacido) maior a tendéncia
do aminoacido ocupar o interior da proteina. Os aminoacidos mais hidrofobicos
sdo: Isoleucina, Valina, Leucina, Fenilalanina, Cisteina e Metionina. A Arginina
€ o0 aminoacido mais hidrofilico. As termozimas tém, portanto, alto teor de
aminoacidos hidrofébicos e com residuos aromaticos (VOET et al., 2002).

Além do efeito hidrofobico, o dobramento da proteina termoestavel pode
ser mais estavel a elevadas temperaturas por modificagbes na composi¢éo de
aminoacidos da seqiéncia primaria da molécula e outros fatores os quais
estabilizam a estrutura secundaria («-hélice), os quais sdo descritos a seguir:

Com relagdo a composicdo de aminoacidos da seqiéncia primaria,
destacam-se:

a- Substituicdo da Glicina: A Glicina, na molécula de proteina, é o
residuo que tem a maior entropia conformacional. No processo de dobramento,
requer mais energia para restringir a sua configuragao. Por outro lado, a
Alanina € o residuo melhor formador de hélice. Portanto, maior proporgdo de
Ala e menor proporgdo de Gly permitem maior estabilidade da hélice (VIENEN
et al., 1987).

b- Aumento do teor de Prolina: Esse aminoacido, com seu anel
pirolidinico, consegue adotar apenas poucas configuragdes e diminui e entropia
de desenrolamento, estabilizando a proteina. Portanto, altos teores de Prolina
aumentam a termoestabilidade (KULAKOVA et al., 2004, SUZUKI et al., 1991).

c- Redugdo de residuos p-ramificados: Residuos de Valina,
Isoleucina e Tirosina ndo sdo muito tolerantes a hélice em fungdo das
ramificagées do C g. Destaque-se, no entanto, que a lle e Val sdo aminoéacidos
com altas hidropatias e aparecem com alta freqtiéncia nos ntcleos hidrofobicos
das termozimas (VIELLE ; ZEIKUS, 2001).

d- Redugédo de residuos polares ndo carregados e aumento dos

residuos carregados. Residuos camregados estabelecem pontes de sais na
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superficie da molécula aumentando a termoestabilidade (ELCOCK, 1998)

e-Substituicdo da Lisina por Arginina: Entre os aminodacidos
carregados positivamente, a Arginina € melhor adaptada a termofilia visto que o
grupo guanidina tem uma reatividade quimica reduzida devido ao seu alto pKa
e sua ressonancia. O grupo guanidina promove maior area de superficie para
interagdes entre cargas (interagbes ndo covalentes) do que o grupo amino da
Lys. Por ter cadeia lateral com menor quantidade de grupos metileno do que a
Lys, a Arg tem um potencial menor para de desenvolvimento de contato
desfavoravel o solvente. A menor relagdo Arg/Lys nas proteinas termoestaveis
pode indicar que o aumento da Arg seria um mecanismo de adaptagao a
termofilia. Porém essa ndo € um padrao para todas as termozimas (MRABET
et al., 1992).

f-Redugédo de Asparagina: Esse aminoacido € mais susceptivel a
reagao de desamidagdo decorrente da exposicdo do residuo no
desdobramento térmico. Quando a enzima termoestavel apresenta alto teor
desse residuo, o mesmo encontra-se em localizagdo e em conformagéo nao
susceptiveis a desamidacéo (DANIEL et al., 1996).

g-Posicionamento da Cisteina em termofilicos aerdbicos: Esse
residuo & susceptivel a oxidagdo quando exposto a solvente em condigdes
oxidativas. Por outro lado, exerce fungdo importante na estabilizagdo da
estrutura da proteina, através das pontes S—S. Em fungao disso, em
termofilicos aerobios, a Cys aparece envolvida em interagées estabilizadas
especificas (pontes S—S ou ligada a metal) e/ou sdo inacessiveis ao solvente
(MATSUMURA et al, 1989).

As estruturas secundarias de proteinas termoestaveis sao estabilizadas
pelos mesmos mecanismos das mesofilicas. Entretanto, apresentam algumas
caracteristicas especificas relacionadas, como:

a-Pontes dissulfeto: As pontes dissulfeto estabilizam a proteina
por reduzirem a entropia do estado desenrolado da proteina. Em fungdo da
susceptibilidade a oxidagdo da Cisteina, a 100°C, como mencionado
anteriormente, supde-se que esta seja a temperatura limite da termoresisténcia
decorrente de estabilizagdo por S—S. Por outro lado, as enzimas de

hipertermofilicos, que atuam em temperaturas acima de 100°C, podem ter
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S—S em regides inacessiveis ao solvente (GRAZIANO et al., 1995)
b-Pontes de hidrogénio: Na a-hélice, as pontes de H da cadeia principal

estao arranjadas de forma que a ligagdo peptidica C=0 do enésimo residuo
aponta, ao longo do eixo da hélice, na diregdo do grupo peptidico N—H do
residuo (n + 4). Isso resulta em pontes de H fortes que tém distancia N---O
quase ideal de 2,8°A (doador H e aceptor H). Foi demonstrada uma forte
correlagdo entre termoestabilidade e o numero de ligagdbes H neutro
carregadas, por ex, um atomo da cadeia lateral de um residuo carregado e
outro atomo de cadeia principal ou lateral de residuo neutro, visto que esse tipo
de ligag&o é termodinamicamente mais estavel (FAGAIN, 1995).

c-Pareamento de Jjons: Esses pareamentos aparecem em
pequenos numeros na proteina, nao sdo conservados e nao direcionam o
dobramento da molécula. Entretanto, alguns autores sugerem que a interagao
eletrostatica € importante para a termoestabilidade. O pareamento de ions
forma uma rede que cruza a superficie da proteina e as interfaces das
subunidades. Enzimas estabilizadas por interagbes idonicas, como a metil-
aminopeptidase de P. funiosus apresentam redugdo da estabilidade em pH
acido, quando os residuos acidicos estdo protonados e desfavorece a ligagao
idbnica. Também sofre a acdo de altas concentragbes de sal, que
desestabilizam o pareamento idnico. A Arginina forma, além de pontes de H,
pareamento de ions com grupos carboxilicos (MOZHAEV, 1992).

d-Encurtamento do N e C terminais e ancoramento da terminagao
livre: Os “loops” de termozima sao encurtados e/ou melhor ancorados do que o
resto da proteina. O ancoramento do “loop” € feito por pareamento de ions,
pontes de H ou por interagdes hidrofobicas. A estabilizagao do C e N terminais
envolve mecanismos semelhantes aos do “loop” (SHMIDT-DANNERT;
ARNOLD, 1999).

e-Estabilizagdo por ligagdo com metal: Os metais sdo conhecidos
ha longo tempo como capazes de estabilizar proteinas. As xiloses isomerases

estdo ligadas a dois ions metalicos (Co'?, Mg*? ou Mn*?). Um cation esta

diretamente envolvido na catélise e outro na estrutura principal. Os dois metais
ligantes tém, portanto, diferentes especificidades e suas exclusdes afetam a

atividade enzimatica, especificidade pelo substrato e termoestabilidade. As a-
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amilases termofilicas ligam-se ao Ca'". O sitio catalitico dessa enzima esta
localizado em uma fenda entre dois dominios (um barril /B e um grande
“loop”). Coordenado por ligantes entre esses dominios, o Ca'* é essencial para
a atividade catalitica e termoestabilidade. Algumas termozimas possuem
metais que ndo estdo presentes em sua homodloga mesofilica, como fenoxidina
de Sulfolobus sp que contém Zn*? e serina protease de Thermoactinomyces
vulgaris, que contém Ca'’, sugerindo que a aquisicdo do metal foi fator de
adaptagao a termoestabilidade (BISMUTO et al, 2004; STETTER, 1999).

f-Modificagdo pés-tradugdo:A glicosilacdo das proteinas é fator
importante na termoestabilidade. Muitas termozimas de eucariotos e
procariotos sdo glicosiladas, embora poucos exemplos em hipertermofilicos
tenham sido descritos. A glicosilagdo aumenta a termoestabilidade sem afetar
as dobras e conformacgao da proteina (WANG et al., 1996).

Entre os fatores extrinsecos de termoestabilizagcdo, destacam-se os
solutos, proteinas ligantes, Chaperonas moleculares (chaperoninas), sais,
coenzimas, ativadores, poliaminas e o proprio substrato. Esse tipo de
estabilizagdo € mais comum para enzimas intracelulares (MUKHOPADHYYAY
et al., 2003).

Os sais inorganicos ajudam na estabilidade da enzima por exercerem
efeito especifico quando o ion do sal interage com a proteina na maneira
conformacional, e através de um efeito geral do sal, o qual afeta,
principalmente, a atividade de agua. Algumas termozimas de metanogénicos
s@o estabilizado por K*', NH"'y, SO% e HPO?, (SHIMA et al., 2004; ELCOK,
1998). Enzimas citoplasmaticas estabilizadas por sal, requerem um ambiente
celular com elevadas concentragées dos mesmos. Essas enzimas apresentam
ainda duas caracteristicas importantes: redugdo da hidrofobicidade da
superficie e das interfaces das subunidades e superficie do tetramero
(estrutura quaternaria) com residuos com carga negativa (HAKI ; RAKSHIT,
2003).

Certos solutos como di-inositol fosfato, diglicerol fostato, e
monosilglicerato sdo produzidos em quantidades significativas em termofilicos
e estabilizam proteinas citoplasmasticas contra desnaturagao térmica
(MANDIGAM et al., 2003).
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Tem sido descrita ainda, a estabilizagdo das enzimas pelo proprio
substrato e pelo aumento da pressdo. O aumento da pressao tende a reduzir o
volume da proteina estabilizada por interagdes hidrofobicas (ADAMS, 1993).

Outro fator de estabilizacdo sao as chaperoninas. Por algum tempo
confundidas com proteinas de choque térmico (Hsp), as chaperoninas sao

chaperonas moleculares que tém como fungdo, a restauragdo de proteinas

parcialmente desnaturadas pelo calor. E bem conhecido que as chaperonas

moleculares sao proteinas intracelulares que direcionam o dobramento das
proteinas ligando-se as proteinas nao-dobradas ou as cadeias polipeptidicas
parcialmente dobradas para evitar associagdes improprias do segmento
hidrofébico expostos, os quais poderiam levar a um arranjo nao nativo,
resultando em agregado de peptideo e precipitagdo. As chaperonas permitem
ainda, que proteinas dobradas de maneira impropria sejam reorganizadas em
sua conformagdo nativa (LEUSCHNER; ANTRANIKIAN, 1995). Essas
proteinas sdo ubiquas, encontradas em procariotos, eucariotos, plantas e
mamiferos e podem ser expressadas sob estresse decorrente do aumento de
temperatura, permitindo uma adaptagéo para a preservagao de suas enzimas
essenciais.

Existem duas classes de chaperonas em procariotos e eucariotos, as
Hsp 70 (70 KD) e as Chaperoninas (grandes subunidades). Em Escherichia coli
foram descritas dois tipos de chaperoninas, a Hsp 60 (Gro EL) e a Hsp 10 (Gro
ES). Estas formam o complexo Gro EL-Gro ES. A GAO-EL & um cilindro cuja
abertura terminal é fechada pelo GRO-ES. O interior do cilindro proporciona a
formagdo de ambiente protegido em que a proteina pode dobrar-se sem
agregar-se com outras parcialmente dobradas (VOET et al., 2002).

O interior do cilindro de Gro-EL contém porgdes hidrofébicas que ligam-
se, ainda, aos grupos expostos de proteinas impropriamente dobradas. Nessa
situagdo, o ATP liga-se ao Gro EL que, ao ser quebrado (ADP + P), promove
mudanga conformacional que “esconde” as porgdes hidrofébicas. A proteina €
entdo liberada para continuar seu dobramento. A ligagdo e liberagédo descritas
levam as proteinas parcialmente dobradas de aprisionarem-se em locais de
energia minima, permitindo que a proteina em processo de dobramento va se

afunilando até adquirir a forma nativa. Esse ciclo de ligagao e redobramento
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(impelido pelo ATP) repete-se até que a proteina alcance sua conformagéo
nativa (ELLIS, 1987)

Em Pyrodictium, uma Archea hipertermofilica, a principal chaperonina
chama-se termossomo, que atua mantendo as demais proteinas
apropriadamente dobradas e funcionais, mesmo nas elevadas temperaturas de
crescimento do organismo (em torno de 110°C) (MANDIGAM et al., 2003).

3— Producdo de enzimas termoestaveis de importancia industrial por
microrganimos termofilicos

As enzimas termoestaveis, de uma maneira geral, apresentam
vantagens para a aplicagdo na industria visto que processos biotecnologicos
conduzidos em elevadas temperaturas, tém o risco de contaminagao por
microrganismos mesofilicos, que sdo a maioria num ambiente industrial,
significativamente reduzido. Por outro lado, as temperaturas mais elevadas
favorecem a solubilidade de substratos e produtos, e aumentam as taxas de
reagao por redugdo da viscosidade e por aumento do coeficiente de difusao
dos substratos. Ainda, as enzimas extracelulares constituem importante modelo
para entendimento dos mecanismos de termoestabilidade e termo-atividade, os

quais sao usados nos processos de engenharia de proteinas (ADAMS, 1978).

3.1- Amilases termoestaveis

A maioria dos processamentos industriais do amido envolve a hidrélise
desse polimero. Os chamados “hidrolisados de amido” englobam todos os
produtos resultantes do fracionamento do amido, independentemente do
catalisador ou do grau de fracionamento. Sdo incluidos nesta denominagéo,
diferentes tipos de produtos como xaropes de glicose, maltose, frutose,
maltotetrose, dextrinas e ciclodextrinas (TEAGUE; BRUMM, 1992). A
composigcao de um hidrolisado que se deseja obter & definida em fungdo do
direcionamento da aplicagdo do mesmo. Cada tipo de xarope requer, portanto,
diferentes combinagdes de enzimas amiloliticas.

Durante muito tempo, o amido foi hidrolisado quimicamente, por agao de

acidos. Esse processo, no entanto, gerava subprodutos indesejaveis como
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compostos coloridos ou de “flavor”, além de dificultar o controle dos teores dos
produtos finais. Nos ultimos 30 anos, as amilases substituiram o tratamento
acido.

O processamento enzimatico do amido ocorre em altas temperaturas e
envolve dois passos importantes, a liquefagdo e a sacarificacdo. Durante a
liquefagdo, os granulos do amido sdo gelatinizados em solugdo aquosa (35%
em peso seco, pH 5,9-6,5), a 105-110°C, por 5 minutos e entdo, essa solugido é
tratada com a-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis e de B.
stearothermophilus, a 95°C, por 2 a 3h. Essa enzima hidrolisa parcialmente as
ligagbes «a-1,4, liberando maltodextrinas, com redugdo acentuada da
viscosidade. Apos a liquefagdo, o pH € ajustado a 4,2-5,0 e a temperatura
baixada para 55-60°C seguindo-se a etapa de sacarificacdo. Durante a
sacarificacao (24-72h), o amido liquefeito é convertido em sacarideos de baixo
peso molecular e, finalmente, em glicose e maltose. Xaropes contendo 95-96%
de glicose sao produzidos usando, nessa segunda etapa, uma mistura de
pululanase e glucoamilase de Aspergillus niger ou de A. orizae, enquanto que
xaropes com 80-85% de maltose sao produzidos usando pululanases e f3-
amilase de B.polymyxa (NIGAM; SINGH, 1995).

As condigbes de pH e temperatura, para as fases de liquefagdo e
sacarificagao, foram definidas de modo a evitar subprodutos indesejaveis, e,
principalmente, levando em consideragao condigées 6timas de atividade e de
estabilidade das enzimas. A etapa critica do processo € a de sacarificagéo, a
qual usa enzimas de mesofilicos e, portanto, com menor termoestabilidade,
requerendo o resfriamento do material e controle para que a temperatura nao
ultrapasse 60°C. Enzimas sacarificantes mais termoestaveis sdo desejaveis
nesse processo, pois evitariam o passo de resfriamento e, consequentemente,
levariam a redugdo de custos. Dessa forma, pesquisa com termofilicos,
buscando a produgao de glucoamilases e pululanases mais termoestaveis séo
necessarias (NIEHAUS et al, 1999; ADAMS, 1994).

Glucoamilases de bactérias termofilicas como  Clostridium
thermosulfuricum e C. thermosacarolyticum, que apresentam atividade 6tima a
70°C por T7horas foram descritas, além de pululanases de Bacillus

flavocaldarius que sa@o otimamente ativas entre 75-85°C (LEGIN et al, 1997,
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SPECKA et al, 1991; IHYUN; ZEIKUS, 1985).

A busca por enzimas amiloliticas, com atividade a temperaturas ainda
mais elevadas, entre organismos procariotos, fez com que, nas ultimas
décadas, houvesse muita pesquisa sobre a produgdo amilases pelos
hipertermofilicos. Thermococcus agregans e Pirococccus funosus, produzem
pululanases que atuam a 100 e 105°C, respectivamente (BRAGER et al, 1989),
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum produz uma glucoamilase que
atua entre 70-75°C e Thermatoga maritima, uma p-amilase com atividade o6tima
a 90°C (SCHUMANN et al., 1991). Entretanto, esta entre as a-amilases as
maiores temperaturas de atuagdo enzimatica encontradas, como as de
Thermococcus profundus, Pyrococcus woesi e P. furiosus, cujas atividades
maximas ocorrem a 80°C, 100°C e 100°C, respectivamente (CHUNG et al.,
1995; BROWN et al., 1991). A a-amilase produzida por P. furiosus, apresentou-
se cataliticamente ativa a 140°C, com meia vida a 120°C por duas horas
(KOCH et al, 1991).

O uso direto dos organismos hipertermofilicos para produgao das
enzimas tem se mostrado inviavel em fungao das dificuldades de cultivos dos
mesmos e pela baixa expressao dos genes envolvidos. A alternativa que se
busca € a expressdo desses genes em organismos mais adaptados a
processos fermentativos industriais como a Escherichia coli ou leveduras
(GRZYBOWSKA et al., 2004; VIELLE ; ZEIKUS, 2001)

Os fungos, embora sejam organismos eucarioticos e, portanto, com
termofilia moderada, sdo também bons produtores de amilases termoestaveis.
Um fato interessante, é que, mesmo entre os mesofilicos, que crescem entre
28 e 32°C, pode-se encontrar enzimas que atuam em temperaturas até 30°C
acima da temperatura maxima de crescimento do organismo produtor, como a
glucoamilase de Neosartorya fischen, que atua a 60°C (HANG, WOODAMS,
1993), glucoamilase de Aspergillus fumigatus, com atuagdo a 60°C (SILVA ,
PERALTA, 1998), amilase de Mucor sp, que glucoamilase de Monoascus sp
KB9, que atua a 65°C (YONGSMITH et al, 2000), O fungo termofilico mais
estudado como produtor de enzimas extracelulares, o Thermoascus
aurantiacus, teve sua produgdo de amilase descrita em 1970, por

Jayachandran, Ramabadran. A partir dai, varios outros fungos termofilicos tém
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sido estudados: Mucor pusillus, que produziu a-amilase com atividade a 70°C
(SOMKUTI, STEINBERTG, 1980), Scytalidium thermophilum, com uma
glucoamilase e uma o-amilase com agdo a 65°C (AQUINO et al., 2003;
CEREIA et al., 2000) e Streptosporangium sp e Talaromyces emersoni, cujas
glucoamilases atuam a 70°C (STAMFORD et al, 2002; NIELSEN et al., 2002).

O fungo Humicola lanuginosa, hoje identificado como Thermomyces
lanuginosus (MAHESHWARI et al., 2001) é um excelente produtor de
glucoamilase a qual apresenta estabilidade a 60°C (CAMPOS , FELIX, 1995;
TAYLOR et al,, 1978) e de a-amilase, também termoestavel (ARNESEN et al.,
1998), enquanto 7. aurantiacus produziu a-amilase ativa a 65°C
(JAYACHANDRAN; RAMADRAN, 1970).

Linhagens de Thermomyces lanuginosus ATCC 28083, ATCC 34626 e
ATTC 44008 produziram a-amilase e glucoamilase com atuagdo a 70°C
(RONASZEKI et al, 2000). A «-amilase produzida pela linhagem T.
lanuginosus ATCC 34626 apresentou meia vida a 60°C por um dia (NGUYEN
et al., 2002).

Observa-se que nao existe diferenga muito pronunciada entre as
termoestabilidades e temperaturas de atividade 6tima das amilases produzidas
por fungos termofilicos e alguns mesofilicos. Essa questdo € muito interessante
e requer estudos de sequenciamento das proteinas similares purificadas a
partir dos dois grupos.

Outros tipos de enzimas amiloliticas, como a Ciclomaltodextrina
gluconosiltranferase (CGTase), que converte oligodextrinas em ciclodextrinas,
a a-glucosidase, que libera glicose a partir de dextrinas curtas e a pululanase,
que atua sobre o pululano, também apresentam formas termoestaveies (SAHA
; ZEIKUS, 1991; SAHA ; ZEIKUS, 1989). Espécies do género Themococcus
produzem CGTases com atuagdo a 90 e 100°C, e estabilidade a 105°C
(TACHIBANA et al., 1999)

3.2- Pectinases termoestaveis

Uso de temperaturas elevadas durante o processamento de suco e

outros produtos vegetais sao etapas importantes dos processos industriais e
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tém diversas finalidades.

Na maceragdo da uva para extragdo de suco, a incubagdo a 60-65°C
promove a plasmolise da membrana e rupturas na parede celular facilitando a
liberacdo do liquido e de antocianinas responsaveis pela cor dos sucos. Na
extracdo de sucos de uva para a produgdo de vinhos, a fruta macerada é
tratada a 80 °C para, além de facilitar a maceragao, desnaturar oxidases que
causam perda da cor do vinho durante a estocagem. Na extragdo do “pulp
wash”, a polpa da laranja (mistura de polpa e semente), resultante do
peneiramento do suco de primeira, € aquecida a 90°C para desnaturar a
pectina esterase da fruta que causa problemas de coagulagé@o da pectina. Além
das fungbes citadas, o tratamento térmico ainda tem por finalidade, a
pasteurizagdo dos sucos e mostos, visando a redugdo da microbiota
contaminante, principalmente de leveduras. Em todos esses processos citados,
o material submetido ao aquecimento precisa ser posteriormente resfriado a
50°C para o tratamento com pectinases comerciais, as quais sado termolabeis
(LEA, 1998). O uso de pectinases termoestaveis evitaria a etapa de
resfriamento, reduzindo tempo e custo dos processos.

Pectinases termoestaveis seriam muito uteis também na degradagao de
pectina de residuos de industria de processamento de material vegetal,
reduzindo a DBO e DQO dos mesmos e no processamento e degomagem de
fibras téxteis, nos quais a temperatura mais elevadas reduziriam os
contaminantes mesofilicos (KAPOOR et al., 2000).

Ainda, a extragdo de agucar de beterraba, responsavel por 29% da
produgdo mundial de agucar, requer a despectinizagdo para aumento do
rendimento, visto que mais de 30% do peso seco da beterraba corresponde a
pectina. Industrialmente, essa extragdo €& feita a temperaturas de
aproximadamente 70°C e, dessa forma, uma despectinizagdo simultanea a
extragdo, usando pectinase termoestavel, seria economicamente interessante
(SINGH et al., 1999).

Uma vez que a pectina é um importante constituinte da parede celular

vegetal, espera-se que essa enzima seja também comum entre os termofilicos

decompositores de polimeros vegetais. Exemplos de pectinases bacterianas

termoestaveis constam da literatura, como as poligalacturonases alcalinas de
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Bacillus sp MG-cp-2, Bacillus sp DT7 e de Bacillus sp KSM-P7 (KASHYAP et
al., 2003; KAPOOR et al., 2000; KOBAYASHI et al., 1999); a pectato liase de
Thermoareobacter italicus sp.nov (KOZIANOWSKI et al, 1997), a
poligalacturonase de Clostridium thermosulfurogenes e a exopoligalacturonase
de Thermatoga maritima (PARISOT et al., 2003; SCHINK; ZEIKUS, 1983).

Poucos fungos termofilicos pectinoliticos tém sido isolados
(MAHESHWARI et al, 2000) e, da mesma forma, poucos dados sé&o
encontrados na literatura sobre a produgdo de pectinases por fungos
termofilicos. Inamdar (citado por MAHESHWARI, 2000) estudou 40 fungos
termofilicos, dos quais, apenas sete géneros foram capazes de crescer em
meio liquido contendo pectina. Desses, a maioria ndo mostrou atividades de
poligalacturonase detectavel no meio. Somente a espécie Thermoascus
aurantiacus produziu quantidades consideraveis de pectinase em meio a base
de casca de citrus. A poligalacturonase produzida por esse fungo foi também
estudada por MARTINS et al. (2002) a qual mostrou atividade étima de 70°C e
estabilidade por duas horas a 60°C.

SATHISH-KUMAR; PALANIVELU (1998) relataram a produgdo de
poligalacturonase por Thermomyces lanuginosus, cuja temperatura 6tima tingiu
70°C em sua forma bruta, a qual, apds a purificagdo, apresentou temperatura
otima de 60°C (SATHISH-KUMAR; PALANIVELU, 1999). As pectinases
produzidas por essa espécie ainda foram descritas por PURCHART et al.
(1999).

3.3- Xilanases termoestaveis

O biobranqueamento da polpa por xilanases, em substituigdo ao Cloro,
promove a remogdo da xilana ligada ao complexo lignina—carboidrato
facilitando a lixiviagdo da lignina. Por outro lado, o tratamento do material com
xilanase na fase de pré-cozimento, ajuda a desorganizar a estrutura da parede
celular, facilitando, também, as etapas iniciais do processo (NIEHAUS et al.,
1999).

Desde que a madeira usada para a produgdo de polpa é tratada a altas

temperaturas (acima de 70°C) e em pH alcalino, a etapa enzimatica requer
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enzimas termoestaveis e com alta estabilidade e atividade em pH alcalino.
Além disso, é necessario que o preparado enzimatico seja livre de celulases,
para evitar o ataque as fibras de celulose, que tenha xilanases com baixo peso
molecular, para facilitar sua difusdo na polpa, e ser muito ativa, para reduzir
custo (TECHAPUM et al., 2003; HARRIS et al., 1997: ANAND et al., 1990).

As xilanases comerciais como as Pulpazyma e Cartazyma ndo sao
termoestaveis o suficiente (atividade 6tima 50-60°C e meia vida a 55°C) para
evitar a necessidade de um resfriamento da polpa apods o tratamento alcalino
(BRUINS et al., 2001).

Inimeros trabalhos tém reportado a produgao de xilanases alcalinas e
termoestaveis por organismos termofilicos e hipertermofilicos, procariotos e
eucariotos. As atividades das xilanases termoestaveis descritas tém variado de
60 a 100°C (PALACKAL et al., 2004; KOHILU et al., 2001; MARJAANA et al.,
1994; RUTHERSMITH et al., 1992; MEDDA; CHANDRA, 1980).

Bactérias termofilicas tém se mostrado boas produtoras de xilanases
termoestaveis como o Bacillus amyloliquefaciens, B. circulans, Steptomyces sp,
Thermoactonomyces thalophilus sub grupo C e Thermatoga sp, cujas enzimas
atuam a 80°C (KOHILU et al., 2001; DHILLON; KHANNA, 2000; BRECCIA et
al., 1997; SIMPSON et al., 1991). Entre os fungos, destacam-se o
Thermoascus aurantiacus, Fusarnium proliferatum, Thermomyces lanuginosus,
Humicola insolens, H. lanuginosa e Paelomyces variotim com xilanases
atuando entre 50 e 80°C (DAMASO et al., 2003; BADAL, 2002; KALEGORIS et
al, 1998; GOMES et al., 1993; ANAND, et al., 1990; KHANDKE et al., 1989,
TAN et al., 1987).

A endo-B-xylanase foi isolada também a partir de cultivo de
hiperthermofilicos Thermatoga sp, T. maritima, T. neapolitana, T. themarum,
Thermoanaerobacterium saccharolyticum e Sulfolobus solfataricus cujas
temperaturas 6timas de atividade ficam em torno de 90°C (CANNIO et al,
2004; SAUL et al, 1995, LEUSHENER; ANTRANIKIAN, 1995;
WINTHERHALTER; LIEGH, 1995; LEE et al., 1993).
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4- Conclusoes, perspectivas de problemas a serem resolvidos e relagao
com a linha de pesquisa desenvolvida.

Existe uma estreita relagdo entre o nicho ocupado por um microrganismo
e as caracteristicas de suas enzimas extracelulares. Espera-se que
microrganismos termofilicos produzam enzimas extracelulares capazes de
tolerar uma temperatura correspondente, ao no minimo, aquela étima para o
seu crescimento, ou seja, acima de 45°C. Estudos com enzimas de termofilicos
tém mostrado que essa relagdo é verdadeira, estimulando o isolamento de
novas linhagens termofilicas, assim como, a caracterizagdo das enzimas
produzidas e entendimento dos fatores que levam a sua termoestabilidade.

Por outro lado, a caracterizagao de enzimas de mesofilicos tem revelado
enzimas com temperaturas otimas de atividade bastante elevadas, além de
resisténcia a termoinativagdo muito semelhante aquelas dos termofilicos. Qual
o significado adaptativo e vantagem biologica da preservagdo da
termoestabilidade dessas proteinas ao longo do processo evolutivo?

Buscando uma resposta para esta questdo, nossa proposta de pesquisa
nessa linha consiste na busca de linhagens microbianas termofilicas produtoras
de amilases, pectinases e p-glucosidase termoestaveis, com interesse
principalmente nos fungos, cujas informagdes na literatura sdo bastante
restritas. Essas enzimas tém sido caracterizadas e uma pectinase e uma f3-
glucosidase termoestavel foram purificadas. A perspectiva para continuidade
dessa pesquisa, esta na ampliagdo da mesma através de um projeto tematico,
no qual enzimas com estabilidade a temperaturas acima de 50°C, produzidas
por microrganismos mesofilicos e termofilicos serdo purificadas e suas
caracteristicas bioquimicas e cinéticas, comparadas. O seqienciamento
dessas proteinas, a identificagdo dos genes e estudos evolutivos também

serdo metas do projeto, o qual contarda com pesquisadores das areas de

Microbiologia, Bioquimica, Genética e Biologia Molecular.
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Capitulo I11

Purification and Characterization of Two B-Glucosidases
from the Thermophilic Fungus Thermoascus aurantiacus
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ABSTRACT. p-Glucosidase from the fungus Thermoascus aurantiacus grown on semi-solid fermentation
medium (using ground corncob as substrate) was partially purified in 5 steps — ultratiltration. ethanol precipi-
wation, gel filtration and 2 anion exchange chromatography runs, and characterized. Atter the [lirst anion
exchange chromatography, B-glucosidase activity was eluted in 3 peaks (GF1, GI-2, GI-3). Only the GI-2 and
Gl-3 tractions were adsorbed on the gel matrix. GI-2 and GI-3 exhibited optimum pH at 4.5 and 4.0, res-
pectively. The temperature optimum of both glucosidases was at 75-80 °C. The pH stability ot GI-2 (4.0-9.0)
was higher than GI-3 (5.5-8.5): both enzyme activities showed similar patterns of thermostability. Under con-
ditions of denaturing gel chromategraphy the molar mass of GI-2 and GI-3 was 175 and 137 KDa, respectively.
Using d-nitrophenyl B-D-glucopyranoside as substrate, Ky, values of 1.17 £0.35 and 138 = 0.86 mmol'L
were gjctermined for GI-2 and GI-3, respectively. Both enzymes were inhibited by Az~ and stimulated
by Ca-*.

Cellulose is the main component of plant cell walls and the most abundant orzanic compound on
earth and a renewable energetic source that can be used for producing alternative fuels suci as ethanol (Yo-
shida er al. 1989). Ethanol produced from liznocellulosic bionass is an excellent fuel for internal combustion
engines and substitution of fossil fuels can decrease air pollution and global heating (Philippidis er al. 1993).
The enzymic saccharitication of cellulosic material to glucose involves the synergistic action of at least three
ditferent enzyvmes: endo-B-1-4-glucanase (EC 3.2.1.4), exo-celiobiohydrolase (EC 5.2.1.911 and B-glucosid-
ase (B-D-glucoside glucohydrolase. EC 3.2.1.21). Endoglucanase and exo-cellobiohydrolase act upon cel-
lulose to produce cellobiose as final product; both these enzy me activities are often inhibited by cellobiose
(Coughlan 1985: Woodward cr al. 1985). -Glucosidase has a crucial role in enzymic degradation of cel-
lulose. This enzyvme hydrolyses cellobiose to glucose. reducing the inhibitor effect of cellobiose on endo-
olucanase and exo-cellobiohydrolase. $-Glucosidase is thus probably the rate-limiting step controlling the
velocity of the enzymic reaction ot cellulose saccharification once it prevents the disaccharide accumulation
(Sengupta er al. 1991).

Thouzh a large number of cellulose hydrolyzing microorganisims has been described (cef. e.g, Pardo
and Forchiassin 1999; Augustin 2000; Kolarova and Augustin 2001), few of them are ot industrial interest:
the most frequently used are tungi from the genera Aspergilius. Humicola, Phanerochacte. Schizophillum.
Talaromyces and Trichodggma (which is considered one of the best producers of cellulolytic enzymes).

The main role of B-glucosidase 15 cellobiose and cello-olizosaccharide hy droly sis. The enzyme syn-
thesis depends on several factors such as culture age. the preseice of inducer compounds i e medium, and
adequate intracellular levels of nutrients and minerals. J-Glucosidase has a large potential for application in
food processing. ¢ ¢, in wine and orange juice production. This enzyme is able to hydroi: z: anthoeyanins.
producing anthoeyanidins and sugars. The resulting aglycones possess little color and are (235 soluble than
anthocyanins. tend to precipitate and can be more casily removed. This is important pesicularly in pro-

ol juice color during pasteurization. This enzyme has also been used 1o achieve desirabic color of pale red
wine (Martine ¢r @/, 1994). In additions, fi-elucosidase is & important factor in cellulose degradation o
elucose and its subsequent fermentation w ethanol in fuel predaction.

All this leads to intense ¢fforts to establish large-sciie use ol P-glucosidase in industry. Purified
thermostable B-glucosidases from thermophilic strains of Chaerminm thermophile (Lusis <L 1973), Tala-

*Carresponding aathor
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Capitulo I11

romyces emersonii (McHale et al. 1981), Thermoascus aurantiacus (Khandke et al. 1989), Sporotrichum
thermophile (Bhat et al. 1993), Humjcola grisea var. thermoidea (Peralta et al. 1997) have been described.
Here we report on the purification and characterization of two B-glucosidases from the thermophilic fungus
T. aurantiacus.

MATERIAL AND METHODS

Organism and culture conditions. The microorganism Thermoascus aurantiacus MIEHE was iso-
lated from decayed wood in Brazil. The fungus was inoculates on slants contairing Sabouraud agar and
incubated for 5 d at 50 °C. Sterilized distilled water was added to the slants to obtain spore concentration of
10/nL (i.e. 107 spores per mL). One mL of this suspension was transferred to a $00-mL Erlenmeyer flask
containing 20 g of semi-solid mediunt of ground comcob. After 5 d of incubation at 50 °C, 100 mL of dis-
tilled water was added to the flasks and they were maintained under occasional shaking for 1 h at room tem-
perature. The contents were filtered (Whatmann no. 1 filter paper) and culture filtrate was used for enzyme
activity assays.

Enzyme assay. B-Glucosidase was routinely assayed by using a reaction mixture containing 50 pL of
culture filtrate, 250 pL of 0.1 molL sodium acetate buffer (pH 5) and 250 uL of 0.2 mol/L 4-nitropheny!
B-D-glucopyranoside (PNPG; Sigma). After incubation (60 °C, 10 min), the reaction was stopped by adding
2 mL of 2 mol/L sodium carbonate, and the color, developed as a result of 4-nitrophenol liberation, was
measured at 410 nm; B-glucosidase activity is expressed in nkat (release of 1 nmol of 4-nitrophenol per s).
Protein content was determined according to Lowry using bovine serum albumin as siandard.

P-Glucosidase purification. All steps were carried out at room temperature. except for ethanol pre-
cipitation, which was performed at -18 °C; B-glucosidase activity was measured after every purification step.

Step / — ultrafiltration. The culture filtrate was subjected to ultrafiltration on the MinitanTM-Afi/-
lipore System.

Step 2 — ethanol precipitation. The product of ultrafiltration was cooled 1o -18 °C on ice by adding
slowly ethanol (70 % saturation, I'’F). The mixture was incubated at 4 °C overnight. and the precipitate col-
lected by centrifugation (10 000 g. 10 min, 4 °C).

Step 3 — gel-filtration chromatography. The precipitate suspended in 50 mmol’L sodium acetate buf-
fer (pH 5) was loaded on a Sephadex G-100 column (20 x 1000 mm; Pharmacic) previously equilibrated
with the same buffer. The fractions containing B-glucosidase activity were pooled.

Step 4 — ion-exchange chromatography. The dialyzed fraction pool containing B-glucosidasc acti-
vity was loaded on Q-Sepharose XRS50 (50 x 80 mm; Pharmacia) pre-equilibrated with 50 mmol/L sodium
acetate buffer (pH 5). The column was washed exhaustively with equilibrating bufter to wash off unbound
proteins; the bound proteins were eluted with a linear gradient of 0.1-0.4 mol/L NzCl in buffer; protcin con-
tent was monitored at 280 nm.

Step 5 — ion-exchange chromatography After elution from Q-Sepharose coiumn, the Gl-2 pool con-
taining B-glucosidase activity was concentrated using Centriprep-10, dialyzed ovemight against 50 mmol L
sodium acetate buffer (pH 5) and loaded again on pre-equilibrated Q-Sepharose (exactly as in step 4). The
proteins were cluted with lincar gradient of 100400 mmol/L NaCl in buffer. The same procedure was per-
formed using the Gl-3 pool containing B-glucosidase activity.

Characterization of purified enzymes. Optimum temperature and pH. The effect of temperature on
f-glucosidase activity was determined under standard reaction conditions at 50-90 °C; the effect of pH on
the activity was determined by using the following buffer systems (mmol/L): sod:um acetate 100 (pH 3.0-
3.3). citrate=sodium phosphate 100 (5.5-7.0), Tris-HCI 100 (7.0-8.5), glycine-N20H 100 (8.5-10.0).

Temperature and pH stabilitv. The temperature stability was tested by stozing the purified enzymes
tor 1 h at 20-80 °C before enzyme assay under standard conditions. The pH staziiity was estimated after
storing the purified enzymes for 1 d in different buffers (pH 3-10) at room ten:perature. The remaining
B-glucosidase activity was measured under standard conditions.

Gel clectrophoresis. Molar mass and purity of Gl-2 and GI-3 were analyvzed by SDS-PAGE employ-
ing 7.3 % gels according to Laecmmli (1970). The gels were stained with silver nitrate (See et al. 1989). The
molar mass standards of 29-200 kDa were purchased from Pharmacia.

Effect of metal ions. AgNOj, CaCly, CoCly, CuSOy, FeCl3, HgCl,, KCI. MgSOy4, MnSOy, ZnSOy
and EDTA at 100 mmol/L were tested. The effector was added to the enzyme solution and incubated for
I3 min at room temperature. After the incubation, the enzyme activity was measured. Kinetic constants were
determined with 50-400 pmol/L 4-nitrophenyl B-D-glucopyranoside (Sigma).




RESULTS AND DISCUSSION

Ethanol precipitation was shown to be efficient in concentrating the enzyme without any significant
loss in activity (Table I). Initial gel filtration (Scphadex G-100) resulted in adsorption of colored substances
and also resolved the protein into three large peaks, one of which contained the B-glucosidase activity.
Pooled active fractions were dialyzed and loaded on anion-exchanger (Q-Scpharose XR50) from which the
fractions containing p-glucosidase activity were cluted as three peaks (Fig. 1). Fraction Gl-1 was cluted with
cquilibrating buffer; fractions Gl-2 and Gl-3 were adsorbed on Q-Sepharose at pH 5.0; this indicates that the
isoclectric point of the corresponding enzymes lies in acidic pH range. Peaks GI-2 and GI-3 were used in
subsequent purification steps. Finally. two enzyme activities were purificd about 71 and 43-fold, with
arccovery of 3.2 % and 2.5 % for GI-2 and GI-3, respectively. While GI-2 exhibited specific activity of
12 860 nkatvmg protein, Gl-3 had a lower specific activity (7650 nkat/mg).

Table 1. Punfication of f-glucosidases from Thermoascus aurantiacus MIEHE

Total activity Protein Total protein ~ Specific activity  Yield

a

pkat e/l mg nkat/mg protein? Yo Purification

Purification step

Crude culture filtrate 2.37 2346 9)
Ultrafiltration (/) 2.77 1911 110
Ethanol precipitation () 15.3 284 619
Gel filtration, Sephadex G-100 () 0.58 1%450)
Aniton-exchange chromatography,
Q-Sepharose XRS50 (4)
B-glucosidase GI-2 0.61 5 2546
Gl-3 §.40 0.52 o 1025
Q-Sepharose XR50 (5)
B-glucosidase Gl-2 334 0.26 2 12860 :
Gl-3 268 0.35 335 7648 5 43.0

3The enzyme activity was assayed for 10 mun at 60 °C in 0.1 mol L sodium acetate butfer (pH 5.0); PNPG was used as the substrate.

.

G2 613

64

nkat/mL
L

| 1
20 40 60 80 100

Fig. 1. Eluuon profile of T aurantiacus culivre tiltrate on Q-Sepharose NR30. Column was equilibrated w5 30 nunol L
sodium acetate bulfer (pH 5.0): flow rate of 22 mL:h, elution with 140400 mmol/L NaCl ncear gradicnt o eatraction
butter: fracuon size 8.4 mL; 1 - number of fraction; Azgg = protein concentration, squarey, Gl-1. GI-2 and Gi-3 - f-glu-
cosidase actinvity (trigngles; nkat/mL).

As the cellulolytic activity in fungr and bacteria was shown to be caused by a minture of hydrolytic
enzymes the purification of enzymes is considered to be an important procedure anming at the characteriz-
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Capitulo I11

ation of the biochemical properties of individual enzymes. Tong et a/. (1980) puriticd a f-glucosidase from
the culture filtrate of T. aurantiacus grown on ycast-glucose agar using the Sephadex G-100 column. In our
study this resin was not efficient in separating the enzymes. Similarly to the purification of several other f-glu-
cosidases (Chen et al. 1992; Gueguem et al. 1995; Rashid et al. 1997: Traon-Masson et al. 1998) we showed
the usc of ion-exchange chromatography to be crucial.

SDS-PAGE analysis followed by silver staining of the purified GI-2 and G!-3 enzymes indicated the
presence of single bands of 175 and 157 kDa, respectively (Fig. 2). Other B-glucosidases purified from dif-
ferent organisms exhibit different molar masses — Xvlaria regalis (85 kDa: Wei er al. 1966); Aspergillus
niger (323; Alconada er al. 1996), Acremoniunt persicinum (128; Pitson er al 1997), Aurcobasidium pul-
lulans (165; Saha et al. 1994), T aurantiacus 87 kDa (Tong et al. 1980) and 98 kDa (Khandke er al. 1989).

Fig. 2. SDS-PAGE of purified B-glucosidases frem T aurantivcus. M - molar
mass standards ([}-amylase 200 kDa, alcohol dehydrozenase 150, bovine serum albu-
min 66, carbonate dehvdratase 29; GI-2 and GI-3 = punfied B-glucosidases (hoth
10-pL samples).

The GI-2 exhibited the maximum activity at pH 4.5, GI-3 at 4.0. GI-2 had temperature optimum at
80 °C, GI-3 at 75 °C (Fig. 3). The optimum pH values of fungal cellulases are generally between pH 3 and 7
(Woodward er al. 1982; Coughan 1985; Saha er al. 1994). Tong er al. (1980) and Khandke et al. (1989)
reported on two B-glucosidases purified from 7. aurantiacus with respective pH optima at 5.0 and 4.2; our
results correspond to the above reports. The temperature optima of different B-giucosidases obtained trom
various microbial sources range between 40 and 1035 °C (Woodward er al. 1982: Coughlan er al. 1985; Saha
er al. 1995). A temperature optimum of 70 °C (Tong er al. 1980; Kandke er o/ 1989) was described for
B-glucosidase from T. aurantiacus.

0, 90

Fig. 3. Effects of pH (/e and temperature (rivhe) on GI-2 (squares) and G1-3 (arcc trom T anrantia-
cux (o). pH = measured for 10 min at 60 “C in the foilowing 0.1 mol L butlers: sod.. = zeetate (ph 3.0-
5.5), sodium curte-sodiumm phosphate (5.5-7.0). Trs-HCl (7.0-8.5), glyemne-NaOH (¥ F To0) temperature
(°C) - assaved in 0.1 mol L sodium acctate (pH 5.0) tor 10 min: means of two replicate-

Both B-glucosidases exhibited a high thermostability (without substrater when incubaed for 1 h at
20-70°C; GI-3 retained 82 % of activity at 70 °C while GI-2 retained 735 25 of activ ity under these conditions
(data not shown). The high thermostability of cellulases is recognized to be a1 important characteristic of
most fungal cellulases since cellulose hydrolysis at higher temperatures is more rzpid (Rosenberg 1975). The
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Gl-2 was fairly stable at pH 4-9 and GI-3 at 5.5-8.5 (data not shown). The pH stability of B-glucosidascs
from various fungal sources varies widely - Xylaria regalis (pH 5.0-8.0; Wei et al. 1996), Aspegillus niger
322 (2.0-5.5; Peshin ef al. 1999), Trichoderma reesei (3.6-8.0 for B-glucosidase I and 4.0-6.0 for B-gluco-
sidasc II; Chen et al. 1992), Aspergillus niger (2.0-9.0; Traon-Masson er al. 1998). T. awruntiacus (6.0-8.0;
Tong ez al. 1980) and a crude PB-glucosidase from 7. aurantiacus (4.0-7.0; Gomes er al. 2000). Although
we found similaritics in B-glucosidase pH and temperature patterns, the purification revealed that GI-2 and
Gl-3 are distinct from the enzymes purified by Tong et al. (1980) and Khandke et /. (1989): also the subunit
sizes were found to be different which can contribute to differences in thermo- and pH stability.

Kinetic constants of the purified enzymes were determined from Linewcaver-Burk plots with PNPG
as substrate under optimum conditions. The graphic representation of double-reciprocal /v vs. Iy plot
was lincar demonstrating the Michaclian behavior of both GI-2 and GI-3 enzymes. Gl-2 had a K}, valuc of
.17 £ 0.35 mmol/L, GI-3 1.38 £ 0.86 mmol/L. The v, valucs for GI-2 and GI-3 were 28.0 £ 6.7 and
22.4 + 1.45 mmol L=! s7!. The K, value found for GI-2 is similar to that reported for different other
organisms: Kluwveromyces marxianus (1.10 mmol/L; Barron et al. 1995), Aurcobasidivm pullulans (1.17; Saha
et al. 1994) or Aspergillus niger (1.11; Rashid et al. 1977). The Ky, value found for GI-3 (1.38 £ 0.86 mmol/L)
was similar to that found for Trichoderma reesei (1.35 mmol/L; Chen et al. 1992). However, the GI-2 and
Gl-3 K, values are larger than those described by Tong et al. (1980) (0.52 mmol/L) for the same fungus.

Metal ions Ag*, Cu™ and Hg®~ showed an inhibitory cffect on GI-2 (Table I1); Ag*, Hg**, Fe?™,
Co*, K* and Mg?* inhibited Gl-3. Both enzymes were strongly inhibited by Ag™ suggesting that thiol

groups can be essential for B-glucosidase activity. The activitics
were not affected by Zn2* and Mn?*. Gl1-2 was not affected by
Table 1. Effectors (100 mmol/L) and the GI-2 the addition of K*, Co®™, Fe?* and Mg”™. Ca?~ was a stimulant
and GI-3 relative activity (%)* from Thermo- with both enzymes; EDTA had a stimulating ctfect on G1-2 but
ascus aurantiacus MIEHE an inhibitory effect on GI-3. Siumilar dependence on the addition
of chelating agents or metallic cofactors was found by Gueguem
Etfector Gl-2 Gl-3 et al. (1995) in B-glucosidase from Bowrveis cinerca. As many
of these metal ions (and also other biologically active substan-
ces) are present in the culture medium it is important to main-
EDTA 109 70.1 tain their levels below inhibitory concentrations.
CaCl 104 106 The difference among the B-glucosidase isoforms obtained
KCl 91.8 46.8 in our work and the data presented by other authors with the
MgSO, 90.4 56.2 same organism can be explained by the influence of different
CoCls 89.1 46.1 : . . .
FcCI; 35 8 $12 carbop sources affecting the growth of these cellulolytic micro-
MnSO, 38.0 955 organisms (Mandels er al. 1974; Wood and McCrae 1982), by
ZnSO, 729 69.8 strains of different geographical origin (Gomes et al. 2000), by
HeCly 46.9 36.0 the presence of at least two genes coding for B-glucosidase acti-
CuS0, 33.6 32.6 vity in some microorganisms, etc. Multiple forms of enzymes
AgNO; 9.8 313 ey T B ) e S
can also be explained by various degree of post-translational
modifications (e.g., protein glycosylation); they can also be the
result of evolution (Stahmann et al. 1993).
Some properties displayed by our B-glucosidases (e.g.,
_ high temperature optimum and thermostability) are attractive
features for tuture industrial application. In contrast to other reported strains of 7. aurantiacus, our strain
produced B-glucosidase in three different isoforms with some different biochemical properties suggesting

Control 100 100

3Reaction conditions see foutnote to Table |

that our 7. qurantiacus strain is different trom those described carlier.
This work was funded by Frndagdon de dmapare a Pesquisa do Extado de Sdo Panlo, Braal
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Abstract

Pectin lyase (Pl) and polygalacturonase (Pg) production by Thermoascus aurantiacus 179-3 was carried out by means of
solid-state fermentation using orange bagasse. sugar cane bagasse and wheat bran as a carbon <ources. Pg and Pl had opimum
activity at pH 3.0 and 10.5-11.0. respectively. Maximal activity of the enzymes were determined at 65 °C. Pg was stable in the
acidic to neutral pH range and at 60 °C for | h, whereas Pl was stable at acidic pH and at 60 °C for 5 h. € 2002 Elsevier Science

Ltd. All rights reserved.

Kevwords: Thermoascus aurantiaens; Polygalacturonase; Pectin lyvase: Thermostable: Thermophihic: Solid-state termentation
. E b P

1. Introduction

Interest in thermostable enzymes has increased dra-
matically in recent years, since their stability and activ-
ities at high temperatures have become desirable
properties for industrial processing [l]. Thermostable
enzymes are generally defined as those with an opti-
mum temperature above that of the maximum for
growth of an organism or with exceptonal stability
above 50 °C over an extended period of time [2].

Enzymes from thermophilic organisms are generally
more thermostable, better withstand proteolysis and are
more resistant to mechanical denaturation than those
produced by mesophiles. In addition to enzymes prop-
erties, the fermentation conditions of thermophilic
fungi at higher temperatures reduce the risk of contam-
ination by other undesired organisms [3].

Among processes used for enzyme production, solid-
state fermentation (SSF) is an attractive one because it
presents higher productivity per reactor volume, lower
capital and operating costs. lower space requirements.
simpler equipment and easier downstream processing
compared o that of submerged fermentation (SmF) [4].
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In addition. it permits the use of agricultural and
agro-industrial residues as substrates which are con-
verted into bulk chemicals and fine products with high
commercial value such as alcohol. organic acids. fats.
proteins, enzymes, etc. [3-8]. On the other hand. there
15 evidence thut some enzyvimes are less affected by
catabolic repression. are more termostable and their
optimum temperature values are higher than those ob-
tained by SmF [9].

Pectic enzymes are used industrially in fruit process-
ing to facilitate pressing and to aid separation ot the
flocculent precipitate by sedimentation, filtration or
centrifugation in the extraction of the clarified juice
[10]. These enzyvmes have been used in other process
where the elimination of pectin is essential as in wine
making. coffee and tea processing plants and mascera-
tion of vegetable tissue [11-13]. The use of SSF for
pectinase production has been proposed using ditterent
solid agricultural and agro-industrial residues as sub-
strates such as wheat bran [8,14,15], soy bran [l6].
apple pomace [17.18]. cranberry and strawberry po-
muace [19]. beet pulp [6.20). coffee pulp and husk
(11.21]. cocoa [22]. lemon and orange peel [23-27] and
sugar cane bagasse [28]. However, in these studies
mesophilic microorganisms were used. Studies on SSF
with the thermophilic microorganism, Thermouscus au-

see front matter < 2002 Ehevier Saence Lid Al nights reserved
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rantiacus, has been carried out monitoring cellulase and
hemicellulase production [1.29].

The objeclives of this study were polygalacturonase
(Pg) and pectin lyase (Pl) production by thermophilic

tungi T. wurantivcus by SSF and characterization of

these enzymes with regard to their thermostability. pH
stability and optimum temperature and pH conditions
tor reaction.

. Material and methods

1. Microorganism

The T. aurantiacus 179-5 strain used in this study was
1solated from decaving hemicellulosic material collected
in Amazonas-Brazil. It was maintained on PDA slopes
as a stock culture.

2.2, Mediu, cultivation of microorganism and enzyime
production

The solid substrates were prepared as follows:

(a) Orange bagasse: The pellet of orange bagasse
(pressed mixture of pulp and peel) was provided by
Citrovita agro-industrial Ltda, Catanduva, SP. Braazil.
Chemical analysis revealed that the dry material was
composed of 11.8% fibre, 6.4% protein, 63% nitrogen.
6.7 ash, 19% total sugar (9% reducing sugar) and
0).1"s pectin. The material was ground and particles
sieved by a Bender USS 230 strainer and dried at
80 °C.

(b) Sugar cane bagasse: The sugar cane bagasse was
provided by Usina de Aglcar e Alcool Sio Domingos.
Catanduva, SP, Brazil. Chemical analysis revealed that
the dry material was composed of 75% fibre. 0.3%
protein, 3% nitrogen. 3.4% ash and 10.36% total sugar
(3.53% reducing sugar). The material was washed in tap
water and the same procedure described above was
followed.

(¢)Wheat bran: This material was obtained commer-
cially, dried and used untreated. Chemical analysis
revealed that the dry material was composed ol 8.12%,
fibre, 15.7% protem. 65% nitrogen. 4.57% ash and
16.7% total sugar (3.227% reducing sugar).

SSF was carried out using a 250 ml Erlenmever flask
containing 5 g of sterilized substrate (120 °C 4) min)
moculated with 10 ml aliquots of micelial suspension
( 35 mg dry micelial mass per g dry substrate) which
was obtained from a 7-day agar slant culture suspended
in sterile Tween 80 solution. Alter inoculation. 10 ml of
nutrient solution. composed of 0.1% NH,NO.: 0.1%4
NH,H.PO,: 0.1 MgSO, x 7TH.O. was added t¢ each
of several flasks. The finul moisture content of the
medium was approximately 67%.

Capitulo I11

The mixture of sugar cane bagasse wheat bran was
prepared in proportions of 10 and 90, 30 and 70"
and 40 and 60% (w'w). The mixture of sugar cane
bagasse orange bagusse was prepared in the same
proportions. :

Culuvation was carried out at 30 °C for 14 davs. At
48 h intervals, the solid fermented material correspond-
ing to one Erlenmeyer flask was mixed with 40 ml
distilled water, stirred for 40 min. filtered under vacuum
and centnifuged. The supernatant was used as crude
enzyme solution.

2.3, Enzvme activity measurements

Pg activity was determined by measuring the release
of reducing groups from citrus pectin using a 3.5-dini-
trosalicvlic acid (DNS) reagent assay. The reaction
mixture containing 0.8 ml 1'» citric pecun 67,
methoxvlated (Braspectina) in 0.2 M acetate butfer. pH
5.0 and 0.2 ml of crude enzyvme solution, was incubated
at 55 °C for 10 min. One unit of enzymic activity (L)
wias defined as the amount of enzvine which releases |
pmol of galacturonic acid per minute.

Pl activity was determined by measuring the increase
in absorbance at 235 nm of substrate solution (0.8 m!
1% citric pectin in 0.2 M Trns-HCI butfer, pH 8.3)
hydrolysed by 0.2 ml enzyme solution, at 55 °C. One
unit of U was defined as the amount of enzyme which
releases | pmol of unsaturated uronide per minute.
based on the molar extinction coefficient (53300) of the
unsaturated products [30].

Enzyme production was expressed in units per gram
of initial dry solid substrate (U g~ ").

2.4, Enzvme characterization

2.4.1. Optimum pH and temperatures for enzyvnw
acticity

Enzyme activity was determuned at 35 °C, at dutter-
ent pH values using as buffers sodium acetate (pH
3.0-5.0). ctrate-phosphate (pH 5.0-7.0), Tris-HCI
(pH 7.0-8.5) and glycine—NaOH (pH 8.5-11.0). The
optimum temperature was assaved by incubation of the
reaction mixture in temperatures at 40-90 °C.

2.4.2. Thermostability

A thin film of mineral oil prevented evaporation oi
the enzyme solution which was incubated at difTerent
temperatures (10-90 °C) for 2 h at pH 5.0. Another
experiment wis carried out to assayv the enzyvme stabil-
ity at 60 °C. The enzvme solution was maintained at
this temperature for a period of § h. In both assays, an
aliquot was withdrawn and placed on ice before assuy-
ing for residual pectinase activity at optimum pH and
lL'I'I'IpL‘FJ.T.UI'L’.
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2.4.3. pH stability

Crude enzyme was dispersed (1:1) in 0.1 M buffer
solutions pH 3.0-5.0 (sodium acetate), pH 5.0-7.0
(citrate-phosphate), pH 7.0-8.5 (Tris-HCI) and pH
8.5-11.0 (glycine-NaOH) and maintained at 25 °C for
24 h. An aliquot was used to determine the remaining
activity at the optimum pH and temperature.

3. Results and discussion

3.1. Production of pectinases by solid-state
Sfermentation

The thermophilic fungus T. awrantiacus. when grown
in a media containing wheat bran, orange bagasse and
mixtures of these materials with sugar cane bagasse
produced significant quantities of Pg and Pl (Table 1).
Enzyme production by SSF was analysed over a period
of 14 days. Pg production peaked between the 2nd and
4th days of cultivation for all the media tested, with
maximal activity value (43 Ug~') observed when
wheat bran or orange bagasse was used. Although a
decrease ol Pg production can be observed when sugar
cane bagasse was added to wheat bran and to orange
bagasse, this result was not statistically significant.

Pl production was observed after the 4th day of
fermentation and the peak occurred between the Sth
and 10th days. The medium containing orange bagasse
afforded higher Pl production compared to those with
wheat bran (Table 1). However, the highest yields of Pl
activity were obtained with the addition of sugar cane
bagasse to orange bagasse media (10, 30 and 40% of
sugar cane bagasse w/w). Maximal value of Pl activity
(40 180 U g~') was obtained in a medium composed of
10% sugar cane and 90% of orange bagasse.

The consistency and size of particle of media com-
posed of wheat bran and orange bagasse could with-

Table |
Pectinase production by T. awrantivens on FSS

Substrate

Maximal production
(Ugh

Wheat bran 43
Orange bagasse 43
10% sugar cane bagasse and 90% wheat bran
30% sugar cane bagasse and 70% wheat bran
40% sugar cane bagasse and 60% wheat bran
10% sugar cane bagasse and 90% orange
bagasse
30% sugar cane bagasse and 70% orange
bagass
40% sugar cane bagasse and 60% orange
bagase

stand a change in the packing of the substrate particle
during the fermentation. since the bed remained static,
playing a role in affecting heat and mass transfer within
the system [31).The addition of fibrous material such as
sugar cane bagasse, resulted in interparticle spacing
with a possible increase in the aeration and nutrient
and enzyme diffusion supporting Pl production.

The effect of different carbon sources on pectinase
synthesis by fungi in submerged and SSF was studied.
It is generally agreed that the optimum medium for the
enhanced production of extracellular pectinase is that
containing pectic materials as an inducer [18.32-34].
The present results indicated that there was not much
effect on Pg production by media composition. On the
other hand. media containing pectin, such as orange
bagasse. enhanced Pl activity.

The quantities of Pg and Pl obtained in the present
study were high compared to those reported for pecti-
nolytic strains such as Aspergillus niger (25 U Pg and
350 U Pl per g of substrate). Penicillium italicum (6 U
Pl per g ¢ 23 U Pg per g). Penicillium frequentans (3.4 U
Pe per g) and Aspergillus foedidus (1000 U Pl per g)
cultivated on solid substrates [8.16,17.23]. However. the
comparison ot enzvme levels produced by different
organisms 15 not straightforward since distinet culture
conditions were used.

The comparison between Pg and Pl production dur-
ing growth of 7. aurantiacus suggests a sequential in-
duction of these enzymes. Sequential production of
pectinases have been reported by various authors
[13.35-37). According to Hours et al. [17], A. foedidus
grown in apple pulp produced maximal Pg and Pl
activities after 48 and 96 h. respectively. Other hemicel-
lulolytic enzymes presented similar profiles [26].

These results indicate that orange bagasse is suitable
for pectinase production by 7. aurantiacus and that
SSF may be achieved using this agro-industrial residue.
The above results could be useful for the large-scale

Pectin Ivase

Culuvation day  Maximal production Cultivation day

(Ug™"Y

11600
19320
14 630
14 600
10 040
40 180

32000

29 360
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Fig. 1. Effect of pH and temperature on the activity of pectinases by
T aurantiacus in SSF. For pH assay, the enzyme activity was
determined at 60 °C. For temperature assay, the residual activities of
Pl and Pg were assaved at pl1 10.0 and 5.0, respectively M = Poly-
galacturonase; A = pectin lyase.

production of these enzymes in bioreactors for ther-
mophilic microorganism, as proposed by Kalogeris et
al. [1]. Lignocellulosic materials such as wheat bran,
sugar beet pulp and arundo cane have used as carbon
sources for T. aurantiacus cultivation and depolymeriz-
ing enzyme production [28,38].

Although there are ample possibilities for improving
enzyme production by optimising fermentation condi-
tions, it was not within the scope of this study and
additional studies are required.

3.2, Enzyme characterization

Characterization of the,Pg and Pl activities in the
crude enzyme solution obtained from T. awrantiacus
cultivation for 6 and 8 days, respectively, in media
composed of 10% sugar cane bagasse and 90% orange
bagasse was carried out. Pg exhibited maximal activity
at pH 5.0 and Pl at pH 10.5-11.0 (Fig. la). The
optimum temperature for both enzymes was determined
to be 65 °C, and they retained 88% of maximum
activity at 70 °C (Fig. 1b).

As illustrated in Fig. 2a, Pg was stable at pH values
of 7.0-8.0 and maintained 85% of its activity at pH
4.0-6.5. Pl was more sensitive to pH variation, present-
ing maximum stability at pH 4, which declined to 80%
at pH 3 and to 65% at pH 5.0.
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0 0 20 % % & M H ¥ 0
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Fig. 2. Stability of the Pl and Pg produced by T aurantiacus against

pH and temperature. Remaining activity was assayed at the optimum

pH and temperature for enzymes. B = Polygalacturonase; A =

pectin lyase.

When maintained at 60 °C for 2 h, the retained
activities of Pg and Pl were 100 and 80%, respectively.
At 70 °C for 2 h, 95% of original Pl activity was
retained, whereas the same conditions of incubation
reduced Pg activity by 50% (Fig. 2b).

After incubation at 60 °C for 8 h, 37% of PI activity
was lost while only low levels of Pg activity (= 30%)
were detected after 4 h of incubation at this tempera-
ture (Fig. 3).

The low pH (5.0) optimum found for Pg is compara-
ble to those from other fungal strains. On the other

i i b

B8&E88 3888

Residua activity (%)

—
o

o
o

Time (h)

Fig. 3. Stability of the Pl and Pg produced by T. aurantiacus, at
60 °C. The crude enzyme was maintained at 60 °C, at pH 5.0. An
aliquot was assayed for the remaining activity at optimum pH and
temperature for enzymes. B = Polygalacturonase; A = pectin lyase.
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hand, pH optimum of Pl (10.5-11.0) is higher than
those found for other fungal Pl [39,40] being similar to
pectinases from Bacillus sp. described by Kobayashi et
al. [41]. In comparison, the enzymes, mainly Pl differed
in terms of their thermal stability and optimum temper-
ature (65 °C) as reported for several fungal species
[42-44]. Pectinases from Aspergillus strains have been
described as susceptible to denaturation in temperatures
above 50 °C [45-47].

Since any biotechnological process is likely to be
based on the use of crude or partially purified enzymes,
it is important to determine the optimal temperature for
activity and thermostability under these conditions. En-
zymic clarification of juice may be carried out at 15 °C
for 12 h or at 54 °C for 1-2 h. Intermediate tempera-
tures are not used because yeast growth is at a maxi-
mum in this range. Although the higher temperature is
more adequate owing to the high viscosity of the juice
and the fact that it eliminates the pasteurization step,
the limiting factor is the temperature stability of the
enzyme mixture, often no more than 50 °C for fungal
enzymes [48]. Thus, enzymes with greater thermostabil-
ity and higher activity temperatures are required. Opti-
mum activity and high stability at elevated
temperatures can prevent the undesirable growth of
mesophylic contaminants in industrial applications.

4. Conclusions

The present study indicates that it is feasible to use
agro-industrial residues for Pg and Pl production by
newly isolated thermophilic T. aurantiacus. This fungus
is able to produce high levels of extracellular Pl during
the SSF of mixtures of sugar cane and orange bagasses.

Pectinases produced from T. aurantiacus have a high
optimum temperature (65 °C) with good thermostabil-
ity, especially Pl which was stable for 5 h at 60 °C.
These results offer an attractive alternative source of
enzymes for industrial supply use in juice production of
thermostable and thermophilic pectinases.
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Abstract

The alkalophilic Bacillus circulans D1 was isolated from decaved wood
Itproduced highlevels of extracellular cellulase-free xylanase. The enzyme
was thermally stable up to 60°C, with an optimal hydrolysis temperature
of 70°C. It was stable over a wide pH range (5.5—10.5), with an optimum
pH at 5.5 and 80% ot 1ts activaty at pH 9.0. This cellulase-free xylanase
preparation was used to biobleach kraft pulp. Enzymatic treatment ot kraft
pulp decreased chlorine dioxide use by 23 and 37% to obtain the same
kappa number (x number) and brightness, respectively. Separation on
Sephadex G-50 isolated three fractions with xylanase achvity with distinct

molecular weights.

Index Entries: Bucillus circizlans; biobleaching; kraft pulp; thermophilic;
xvlanase.

Introduction

Atter cellulose, hemicelluloses are the most abundant organic materi-
als found on Earth and are the main polysaccharides of plant cell walls.
They are closely associated with cellulose in plant tissues and account for
40—45"% of the dry weight of hardwood and softwood. Xylan is the main
conztituent of hemicellulose frrom wood, and it accounts for >907% of the
hemicellulose in kraft pulp from hardwood, and about 307 ot hemnicellu-
loses in softwood pulps (1). There is evidence that xvlan binds to lignin by

*Author to whom all correspondence and reprint requesty should Le addressed.
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covalent bounds, and that hydrogen bonds and Van der Wall’s forces bind
xylan to the cellulose chain (2.

[n recent years, there has been increasing interest in applving
lec\l‘IOl\ftltEI‘IZ\’IHE‘:, mainlyvendoxy lanases,tothepuiphleaghutgprmc“
After cooking wood chips under alkaline conditions (kraft process), about
90% of lignin is removed and about 10% remains, encrusting the cellulose
and hemicellulose fractions. Traditional bleaching using chlorine-based
compoundsetfectively removes residual lignin, butitis very harmful to the
environment. Many researchers are investigating environmentally clean
bleaching processes using chemical or biotechnological approaches (3,4).
The efficacy of xylanase in biobleaching has been demonstrated in many
scientific reports. These reports conclude that xvlanase depolymerizes
xylan, opening the polymeric cellulose-hemicellulose-lignimatrix, releas-
ing lignin-bound fragments, and facilitating the chemical removal of lignin
during bleaching (4). In addition, these enzymes improve paper qualities,
such as brightness and viscosity (5-9). Over the last decade, a number
of microbial enzymes have been assessed for potential application in the

paper and pulp industry (3-30). Bleaching occurs under high temperature
and alkalinity and the enzymes inust tolerate these conditions.

Bacillus circulans D1, an alkalophilic and thermophilic bacterial
strain, was isolated in our laboratory, from decayed wood. [t shows high
xylanase production. The crude xylanase produced by this microorgan-
isin is thermostable and cellulase free. Our goal was to employ the crude
xylanase produced by B. circulans D1 as a booster in chlorine-based
biobleaching of Eucalyptus kraft pulp, and to analyze its effectiveness on
reducing chlorine consumption.

Materials and Methods

Media and Screening of Microorganisms

Nutrient medium was prepared as described by Horikoshi (31),
containing xylan (10 g/L), beef extract (10 g/L), peptone (10 g/L), NaCl
(10 g/L), and KH,PO, (1 g/L), and Na,CO, (5 g/L) (separately sterilized).
For the solid nutrient mediwn, 15 g/L of agar was added. To screen for
xylanolytic and alkalophilic microorganisins, the nutrient mediwm was
used with dried corn straw’ strips, as a carbon source replacing xvlan. The
corn straw strips were placed vertically into tubes containing nutrient
medium. Samples of soil, agricultural wastes, and decayed wood were
collected (approx.0.5 g of each sample) and put into flasks containing
1.5 mL of nutrient medium. In the laboratory, these samples were trans-
ferred to tubes containing screening medium and incubated at 50°C
for 120 h. After incubation, 1.0 mL of the contents from the tubes, with
degraded straws trips, was diluted in 5.0 mL of sterile distilled water and
one loop was inoculated on plates containing solid nutrient medium. The
plates were maintained at 50°C, and then the developed colonies wzare
transferred to slant tubes with solid nutrient medium.
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B. circulans D1 and Biobleaching or Kratt Pulp

Microorganism and Growth Concditions

B. circuluns D1 was isolated from decaving wood and was identified
by Fundacao Andre Tosello, Campinas, SP, Brazil. Forenzyme prodmtion,
the B. circulans D1 was growninalkaline medium (pH 9.0) except using 2,
cornstraw, powdered toadiameterof 1.0mm, asthe carbon source. Twenty
milliliters of the mediwm, in 125-mL Erlenmevyer flasks, was inoculated
with 10" cells/mL and incubated at 45°C with shaking at 150 rpim. After 43
I, the bacteria were harvested by centrifuging at 12,0007 at 4°C for 20 min.
The cell-free solution was used as crude enzyme solution.

Determination of the enzymatic activity

Enzyrre activity was expressed in international units (IU). Xylanase
(1,4-B-p-xylan xylanhydrolase, EC 3.2.1.8) activity, carboxymethyl cellu-
lase (endo-1,4-B-p-glucan glucanohvdrolase, EC 3.2.1.4), and Avicelase
(exo-1,4-B-p-cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91) were assayed by incubating
0.1nL ofappropriately diluted enzyme with 0.9 mL of a solution contain-
ing 0.5% of the respective substrate (xylan [Birchwood; Sigina, St. Louis,
MO]J, carboxymethyl cellulose [C5678; Sigina], and avicel [Merck]) in 0.1 M
acetate butfer, pH 5.5. After incubating at 60°C for 10 min, the reducing
substances released were assayed by dinitrosalicylic acid as described
by Miller (13). Controls were prepared with enzyme added after boiling.
The definition of 1 IU of activity toward the substrate just mentioned was
1 pumol of xylose or glucose equivalent released /imin under the stated assav
conditions, by using a xylose or glucose standard curve.

Effect of Temperature and pH on Xylanase Activity and Stability

Xylanase activity was measured between 45 and 80°C. Thermal sta-
bility (without substrate) was also estimated by maintaining the enzyime
for 1 h at the same temperatures. After cooling, the residual activities
wereestimated under the standard condition. The effect of pH on xylanase
activity was tested from 3.5 to 10.5. pH stability (without substrate) was
estimated by maintaining the enzymes for 24 h in the same pH range and
then determining the residual activities under the standard condition.

Fractionation of Xylanase

The crude enzyme was precipitated by adding ethanol to make a 70
(v/v)solution; the precipitate was collected by centrifugation. The concen-
trated crude enzyme (12 L), containing a total of 601 IU, was applied to
a Sephadex G-50 column that had been equilibrated with 20 mA1 acetate
buffer, pH 5.0, and was eluted with the same butfer.

Products of Xylan Hydrolysis

Birchwood xylan hydrolysates were examined by descending paper
chromatography, as described by Trevelyn et al. /32).
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Enzymatic Treatment of Pulp

Eucalvptus kraft pulp was courteouslv donated by Chammpion Paper
and Cellulose from Mogi Guagu, SP, Brazil. It had an initial x number
(milliliters of 0.1 N potassium permanganate conswned by 1 gof dry wood
chemical pulp under specific conditions) of 13.85 and brightness of 37.0
ISO. The unbleached pulp was washed twice with distilled water to reincve
residual brown liquor. Crude enzyme was applied to the pulp ata concen-
tration of 13.5 U /g of dried pulp. The enzymatic treatinent was made in
plastic bags at a slurry concentration of 10%. The pH of this mixture was
adjusted to 3.3 by adding glacial acetic acid, and then the mixture was
homogenized and the plastic bags were maintained at 60°C for 4 h. Then,
the plastic bags were cooled in cold water for a few ninutes, and the pulp
was washed twice with distilled water and filtered in a Buchner funnel.

Chemical Bleaching

Pulps, treated and untreated with enzyine, were bleached with chlo-
rine dioxide (ClO.) followed by extraction with NaOH(E) (DE bleaching
stages). The amount of ClO- used in the bleaching was determined bv cal-
culating the concentration of active chlorine on the aqueous solution of
ClO, and varied around the kappa (x) factor recommended (x factor is a
standard quantity, determined experimentally, used in studies comparing,
bleaching processes and represents the percentage of active chlorine di-
vided by the k number of the pulp: x number x x factor = % of ClO,), which
under typical industrial conditions is 0.26. The samples contained 10.0 g of
oven-dried pulp and ClO,, at a 10% slurry concentration. Each sample was
homogenized, maintained in a bath at 60°C for exactly 30 min, cooled, and
then washed with distilled water in a Bichner funnel. The alkaline extrac-
tion was made with pulp at 10% concentration, at 70°C for 1 hand NaOH
final concentration of 1.6%.
distilled water and filtered in a Buchner funnel.

Pulp Properties

Pulp properties were investigated according to the Standard Method s
of the Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI Stan-
dard Methods). For determination of k number, the microKappa method-
ology was used, by reacting pulp samples with acidified potassium
permanganate, as. described in TAPPI protocol T-236 OM-85. Atter
delignification, thé pulp was pressed and transforined in dried sheets, at
room temperature, for v ISCOSityY and br1;L,httlL’we\erunenls V iISCosity was
evaluated by dissolving pulpsin cupriethylenodiamine and by measuring
the viscosity withan Ostwald viscosimeter, as described in TAPPI protoc ol
T-230 OM-382. The brightness of the paper sheets was measured by reflec-
tance at 457 nm with an Elrepho 2000 instrument, according to TADPI pro-
tocol T-452 OM-87.
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Table 1
Characteristics of Treated and Untfeated Kratt Pulp

Untreated pulp Pulp treated with xvlana—

N Brigrtness  Viscosity K Brightness  Viscewiry
number (1O (c) number (1SO) {cD

Before bleaching 1385 370 60 12.80 41.00 ]
After bleaching 2.70 56.5() 32 1.70 o) () 33

013

Pulps were submitted to bleaching under tvpical conditions: k factor 0f 0.26 (0.36 i of
ClO. /1 g dry wt pulp) and 1.6% NaOH extraction.

Results and Discussion
Properties of Crude Xylanase

The crude enzyme solution was analyzed for cellulase activity, but it
was tree of this enzyine. The optimwn pH and temperature for xylanase
activity were 5.5 and 70°C, respectively. The thermal stability of the crude
enzyme wasimeasured, in the absence of substrate, from 20 to 80°C for 1 h.
This enzvine loses activity when incubated above 60°C. The crude xvlanase

was stable in the pH range of 5.5.-10.5 after incubating in different buffers
for 24 h. These values agree with those reported for xylanases produced by
other Bucillus strains (23-25).

Effect of Enzymatic Treatment and Chemical Bleaching on Pulp

Table 1 shows the results from enzymatically treating and bleaching
with ClO,. The initial k nunber of the pulp was 13.85, and it was reduced
after enzymatic treatinent to 12.80. In addition to this reduction in k num-
ber, pulp brightness increased by about 4 U.

The pulps, treated and untreated with xylanase, were submitted to DE
bleaching sequence, with varying ClO. concentrations. For xylanase treat-
ment, investigators have used only one ClO, concentration, but the chlo-
rine concentration used after enzyine treatinent may influence the results.
To analvze this point, bleaching was performed with different CIO, con-
centrations. As shown in Fig. 1, the k nwunber of the pulp treated with
xylanase decreased quickly (from 3.5 to 1.7) until it reached the value of
1.70 1L (0.36 g of ClIO,), and then it slowed down, tending to stabilize at
about 1.0-1.5 [U. From this result we can suppose that there is a ClO; con-
centration at which the majority of the delignification reaction occurs and
that an additional increase in chlorine concentration will not significantlv
decrease x number. This reaction occurs probably because there are few
xvlan-ligninassociations at this stage of x nuimber. In our study, according
to Table 1 and Fig. 1, at a x factor of 0.26 (0.36 g of ClO,), the range of
delignification was 80 (13.53-2.70) and 88% (13.5-1.7) for untreated pulp
and enzyme-treated pulp, respectively. Thisis importantinorder to reduce
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Kappa number

03 035 04 045 05 0.55

ClO, (g/10 oven dried pulp)

Fig. 1. x Number of kratt pulp (—@—) treated and (—Z—) untreated with xylanase
trom B. circulans D1 Data are mean of two replicates.

the bleaching process cost and discharge of chlorinated organic com-
pounds. The enzymatic treatment of pulp resulted in significant chlorine
savings. If we consider, e.g., the k number of 2.7, this nunber was alreadv
obtained witha xtactorof0.17(0.23 g of C1O,/ 10 g of dried pulp) in the pulp
treated with enzyme. To reach this value in the untreated pulp, it was
necessary toemploy a k factor 0f0.22 (0.3 g of C1O,/10 g of dried pulp). The
enzyme decreased by 23% the amount of ClO, used for pulp delignification.
Many scientific articles have reported a decrease in the active chlorine rate
in relation to the k number, varying from 20 to 40% (72).

Enzymatic treatiment of the pulp increased brightness by approx 4 [U
compared to untreated pulp (Fig. 2). The results indicate that for a given
brightness, e.g., 56.5, a x factor of 0.25 (0.35 g of ClO,/10 g of dried pulp)
would be needed for the untreated pulp, compared with 0.16 (0.22 g of
ClO,/10 g of dried pulp) in the pulp treated with xylanase. This is 37% less
ClO. used to reach the same brightness. Using xylanase from Streptomyces
thernoviolaceus in the blobleadmlg of kraft pulp, Garg et al. (22) observed
a30-35% saving in the chlorine required to obtain pulp brightness, compa-
rable with the control. Using xvlanase of B. circulans AB 16 in biobleaching
ofemalvptuspulp Dhillon etal. (8) reduced chlorine consumption by 20"
to achieve the same final pulp brightness compared with the control.

The pulp treated with enzvine had more viscosity than the untreated
pulp. This was likely owing to the selective enzymatic hydrolysis of low
molecular weight pulp xylans that probably contributed to a smaller aver-
age viscosity (£.20). This parameter indicates that the crude enzyme did not
disrupt fiber, and thus loss of paper properties (8,10). A :;h;_,ht increase in

viscosity was also obtained by Dhillon et al. (8) using xylanase from
B. circulans AB 16, and by Buchert et al. (21) using xvlanabe from Triciie-
dernia reeset. Viscosity reduction is not desirable because this propert: 13
related to the degree of cellulose polymerization and to paper strengt...

Applied Biochemistry and Biorechnology Vol 105108 Jusid
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Fig. 3. Fractioning of B. circulan: D1 xylanase on Sephadex G-50. (—@—) Xylanase
activity; (—O—) 280-nm absorbance.

Fractions of Xylanases on Crude Enzymatic Extract

The crude precipitated enzvine was applied to a Sephadex G-30
columin to separate it from pigments and other enzymes present in the
crudeenzyvmatic extract. The colunn separated the crude enzyme into three
xvlanase fractions (Fig. 3) designated xylanases [, 11, and [11, representing
dnstuutmoieu:lar\\eu,htsmenzvmes Silva etal. (26) cited gel filtrationas
aninitial step of xylanase purification. Khannaetal. (27) also used Sephadex
G-50, and elution of the xylanase resulted in one peak of xylanase activity.
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Multiplicity in xvlanases has been shown in other Bacillus species (2385,
Our result on xylanase partial purification is in disagreement with that
observed by ! Nakamura et al. : 28, in which B. circulans AB 16 displaved
two isoforms of xvlanases after one multistage purification procedure.
Additional assavs on B. circiians D1 xylanase purification are being per-
formed in order to obtain more accurate results. Xylanases [-111 were
concentrated with a Centricon concentratorwith a 10-kDa cutotf and then
characterized regarding optimum activity at different pH and teinpera-
ture valuesand toassessthermaland pH stability. Xylanases [-11] showed
higher activity at pH near 3.5, 6.5-7.0, and 5.5-6.5, respectively. The
optimal temperatures for xvlan hydrolysis were 63°C for xvlanase [ and
[Il and about 65-70°C for \vlanase 1. At 80°C, >67% of the activity of
xylanase [ll was retained, whereas at the same temperature, the remain-
ing activities of xylanases | and Il were about 37 and 44%, respectivelv.

Products of Xylan Hydrolysis

When using the crude enzyme and the enzymatic fractions collected
after chromatography on erhadex G-50, the main products of xvlan
hydrolysis identified by paper chromatography (data not shown) were
xvlotetraose and xylotriose. Xvlose was not observed as a hydrolvsis prod-
uct, which suggests the presence of only endoxylanases in the enzyimatic
extract produced by B. circulans D1. Ourresultsaremgood agreementmlh
Nakamura et al. (28), Kang et al. (29), and Brecciaetal. (30), who have cited
similar results.

Conclusion

The extracellular cellulase-free xvlanase produced by alkalophilic
B. circulans D1 exhibited desirable properties such as activity at elevated
temperature, and alkali and thermal stability, which are advantageous
for application in the pulp and paper mdustry Application of xvlanase to
the kraft pulp significantly reduced the requirement of oxidizing CIO; in
the bleaching process The(.rude\yianabed:apla\edad:onorendoul:ma»e
and was separated in three fractions of distinct molecular weight.
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Capitulo 111

Glucoamilase:
Estrutura e termoestabilizacdo

Estrutura e termoestabilizacdo de glucoamilase por técnicas meleculares

Resumo

A glucoamilase (GA) é uma
enzima h!dmliljc'l que catalisa a libe-
ng’mmc&sswq de B-D-glucose a par-
tir do:umdoe oligossacarideos relad-
omdrm "X Gﬁ catalisa eficientemente

a reagio de sac:mhcac'lo do amido
de:um de uma faixa estreita de tem-
periatura. A sua termoestabilidade li-
mitada afeta seu uso no processo
industrial, onde a incubagio prolon-
gada emaltas temperaturas é necessii-
ria, As estratégias tradicionais pam
melhorar a termoestabilidade da GA
de Aspergillus, tais como a imobiliza-
¢io e modificagio quimica tém falha-
do no uso industrial. Atualmente, as
técnicas de evolugio dirigida utilizan-
do a biologia molecular proporcio-
nam uma importante fermmenta pam
melhorar ou mesmo criar novas pro-
priedades nas enzimas existentes, em
um curto espago de tempo. Esta revi-
sioapresenta a importincia, estrutura
e fungio da glucoamilase e as recen-
tes estratégins da biologia molecular
como ferramenta para melhorara ter-
moestbilidade dest enzima.

1. Glucoamilase de
Aspergiltus

A glucoamilase (a-1,4-glucan
glucohidrolase, EC 3.2.1.3), também
conhecida como amiloglucosidase, é
uma enzima hidrolitica que catalisaa
quebm das ligagoes glicosidicas a-
1,4 a partir de uma extremidade nio
redutora das moléculas de amilose
ou amilopectina do grinulo de ami-
do e oligossacarideos relacionados
liberando B-D-glucose. Em uma ve-

Reista Biotecnologia Ciéneia & Desenvolvimento - Edigdo n? 31 - julba/dezembro 2003

locidade menor, a glucoamilase tam-
bém atua hidrolisando as ligagdes -
1,6 (Fleetwood e Weigel, 1962). Su-
gere-se, portanto, que a aglo da
glucoamilase ocorm através de um
mecanismo multisseriado no qual a
enzima atua aleatoriamente em toda
a molécula de substrato (James e Lee,
1997).

A glucoamilase (GA) € ampla-
mente usada na industria alimenticia
para a produgio de xaropes comalto
teor de glucose e tutmbém ¢é empre-
gada na produgio de dlcool e xaro-
pes com alto teor de frutose (1989;
Brumm, 1998; Mathewson, 1998).

Virios microrganismos, plantas
e animais produzem glucoamilase.
Estas enzimas disponiveis comercial-
mente sio, na sua maior parte, pro-
duzidas por linhagens dos fungos
Aspergillus e Rbizopus. Dentre estas,
a glucoamilase de Aspergillus é a
mais termoestivel, apresentando a
médxima atividade em tomo do pH
4,5, em temperaturas de 50 a S5°C,
mas ela é mpidamente inativada em
temperaturas préximas a 60°C
(Manjunath efal.,1983; Brumm, 1998).

A glucoamilase catalisa eficien-
temente a reagio de saarificagio
dentro de um limite relativamente
estreito de temperatura, porque a
sua conformagio cataliticamente ati-
va muda com o aumento da tempe-
ratura. Esta termoestabilidade limi-
tada afeta seu uso no processo in-
dustrial, onde a atuagdio prolongada
em altas temperaturas € necessdria.
Na produgio de xaropes com alto
teor de glucose, uma pasta de amido
(30-40% BS) é primeiro liquefeita a
105°C por 5 minutos e em seguida,




DC

L

DLS

Figura 1. Imagem da estrutur estendida da glucoamilase de Aspergillus niger idéntica a glucowmilase de Aspergillus awamori.
No lado esquerdo o dominio catalitico (DC), ao centro o filimento liginte ou “linker” (L) e A direita o dominio de ligagio wo

substrato (amido) (DLS).

http://ate-serveur.univ-lyonl.fr/nte/heyde/www.public.iastate.edu/_pedro/glase/glase.luml (10/10/03)

a 95°C por 2 horms, usando a a-
amilase bacteriana termoestivel, em
pH 6.0-6.5. Finalmente, o amido
liquefeito é resfrindo a 60°C e
hidrolisado por mais 48 a 72 horas
usando a glucoamilase (Jumes e Lee,
1997, Brumm, 1998). Esti claro que
a termoestabilidade da glucoamila-
se determina a velocidade do pro-
cesso como um todo. Trabalhar em
altas temperaturas nio apenas pode
acelerar a taxa da reagiio e conse-
quentemente diminuir o tempo do
processo, como também pode pre-
venir a contaminagio microbiolégi-
ca, além de reduzir a viscosidade da
mistura de reagio. Portanto, o de-
senvolvimento de uma glucoamila-
se mais termoestivel poderi contri-
buir para a otimizagio do processo
de sacarificagio do amido. Entretan-
to, o conhedmento da estrutura da
proteina e o processo de termoinati-
vagio da enzima sio necessirios
para elaboragio de prognésticos ra-
cionais e planos efetivos de experi-
mentos de estabiliza¢gio da estrutum
proteica.

A glucoamilase de Aspergillus é
codificada por um tnico gene, mas
existem duas ou trés formas varidveis
da enzima produzidas por protedlise
limitada (Svensson et al., 1986). Pazur
et al(1971) constatou que as formas
da glucoamilases de Aspergillus niger
sdo glicoproteinas que possuem quan-
tidades diferentes de glicosilagdes.
Como em outras proteinas, apds a
sintese no citoplasma, a GA € trans-
portada em um estado desdobrado
atavés da membrna do reticulo

1 4 3 4 5 6

endoplasmitico (RE). Durante osub-
sequente processo de dobramento,
ocorre a O-glicosilagio do *“linker”,
filamento que liga odominio catalitico
(CD) ao dominio de ligagio ao subs-
trato (DLS), e pontes dissulfetos sio
formadas (Pryer et al, 1992; Gaut ¢
Hendershot, 1993). Assim, a1 GA, na
sua conformagiio nativa estendida,
assume uma forma de alteres, onde
dois dominios volumosos, o dominio
catalitico e o dominio de ligagio ao
amido, estdo ligados porum filimento
fino como mostm a figum 1. Esta é
uma imagem simplificada ilustrativa,
uma vez que a estrutura real da GA
completa ainda nio estd disponivel.
A organizagio dos dominios da mo-
lécula tem sido deduzida através das
diferentes técnicas biolisicas e rela-
tos disponiveis (Coutinho, 1997;
Sauer, 2000).

As inGmeras proteinas desdo-
bradas, que entram no limem do RE,
devem ser protegidas de quaisquer
agressdes e serem mantidas em um
estado de dobramento-competente.,
Dobramentos ineficientes ou muta-
¢des em proteinas secretadas resul-
tim em enzimas com conformagio
incorreta e defeito na atividade
(Bonifacino e Klausner, 1994).

Em Aspergillus atvamori, o gene
codifica uma GAI de tamanho com-
pleto contendo de 6152 616 residuos
de aminosdcidos (figura 2), bem como
o peptideo sinalizador de secregio
noN-terminal. O peptideo sinalizador
¢ cortado apés a secregiio da protei-
na pela célula. O outro maior produ-
to de proteélise da GAI (diz-se da GA

competente) é a GAII resultante da
perda do sitio de ligaglio ao substrato
localizado na extremidade C-termi-
nal. A GAIl é uma mistura de
polipeptideos de tamanhosentre 512
e 514 residuos de aminodcidos, com
atividade catalitica normal mas sem a
habilidade pam se ligar ao amido no
estado natural, nio gelatinizado
(Svensson et al., 1980).

As proteinas originais de
Aspergillus niger e Aspergillus
awamoni, cujas sequéncias sio idén-
ticas (Svensson ef al., 1989; Nunberg
et al., 1984), consistem de trés prin-
cipais dreas funcionais (Coutinho e
Reilly, 1994 a-b, Coutinho e Reilly,
1997): (1) o dominio catalitico, cons-
tituido dos residuos 1 ao 440, (2) o
filamento ligante, formado pelos re-
siduo 441 20 512, que é altamente O-
glicosilado, e (3) um dominio de
ligagio a0 amido no estado naturl
na extremidade C-terminal, conten-
do os residuo 5132 616 (Svensson ef
al., 1986: etal., 1989). Alémda regiio
de O-glicosilagio do “linker”, dois
outros sitios de Mglicosilagio estio
localizados nos residuos Asn 171 e
Asn 395 (Svensson etal., 1989; Aleshin
et al., 1992). Acredita-se que os resi-
duos de carboidratos desempenham
uma importante fungio na estabiliza-
¢io da glucoamilase (Manjunath et
al.,1983, Svensson et al.,1989;
Williamson et al., 1992a). Em altas
temperaturas, 2 GA de A. niger, qui-
micamente desglicosilada, (Shenoy
et al., 1984) e a glucoamilase de A.
awamori, geneticamente truncada,
sem parte da regidio de O-glicosilagio
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(Evans et al, 1990), deterioraram-se
mais rapidamente do que as suas
formas selvagens. Além disso, a GAII
em que falta apenas do dominio de
ligagio ao substrato, tem termoesta-
bilidade similar a da GAI (Svensson
et al., 1986), enquanto que uma
glucoamilase especial (GAI'), na qual
faltam parte da regiio O-glicosilada e
o dominio de ligagio ao amido, é
menos estivel do que a sua forma
original (Hayashida et al., 1989). A
regido de O-glicosilagio também fa-
cilita a secregiio de GA (Evans et al.,
1990).

A estrutura da GA nativa € muito
dificil de determinar em fungio do
alto grau de glicosilagio. Aleshin ef
al(1992) determinou a estrutura cris-
talina de uma GA muito proxima da
forma nativa denominada A. awamori
var. X100(GA”) (figura 3), a qual foi
obtida por protedlise limitada com
subtilisina e apresenta os primeiros
470 residuos de aminodcidos da pro-
teina original. Esta seqiiéncia de ami-
nodcidos da GA’ é 99,4% similar a
GAl de A. nigere A. aramonri, com
uma dele¢io no residuo 102 (Aleshin
et al, 1992, 1994a). Assim, o estudo
desta estrutura cristalina elucidou a
conformagio do dominio catalitico
completo e a conformagio da primei-
ra metade N-terminal da regido O
glicosilada da glucoamilase de
Aspergillus. A estrutura cristalina da
GA de A. awamori var. X100 mos-
trou que o dominio catalitico consis-
te de treze a-hélices que compreen-
dem cerca de 51% dos residuos de
aminodcidos do polipeptideo total, e
regides menores de B filamentos
antiparalelos. Doze das @-hélices
estio arranjadas dentro de uma estru-
tura denominada barril o/, consis-
tindo de seis a-hélices externas e seis
internas que envolvem o sitio
catalitico em forma de funil, constitu-
ido por seis segmentos o/ altamen-
te conservados (Sauer, 2000). O sitio
catalitico da GA possui uma barreira
de residuos hidrofébicos no centro,
os quais separam o nicleo em duas
regides de volume morto (void), con-
tendo apenas dgua. Uma serve como
o sitio ativo propriamente dito e a
outra, tem uma fung¢io ainda nio
conhecida (Aleshin et al., 1994a). O
sitio ativo contém Glul79 e Glu400

ATWD3NLINEATVARTAILENIGAD GAWTIeADIELvYASFETORPONNE

N ALY L T LY S LY ANGD TS LLITIENTY I SACALVOOIINPSODLSS
AL RN A PN NS NI AL AR A zcrcowLLDNCY 23T
ATDIVNPLY RN BRIV AQENNO RS IDLNERVROS BRI IAVOHRAL vzUs

APATAVAB8C SWCPsQAPLILEN LQSPWTOSPILANYDSSREAKDANTLL

251

301

3s1

401

§31

501
331 A as

6§01 PQACUTITATVIOTIMA

AYJYTVTLPAGE S

93 IHTFDRPEAACDOSTIYQPCII PRALANSXSVYDIFNS1YTLNDALADSIZN

VAYOR RO S NN EN P L AAARQLYDALYGUDNQOSLEVYDVILDY?

FXALYSDAATATYASA83 Y33 IVOAVKTFADSIVSIVETHALANDENAK]

-

XORRCGNQL RARDEFRARAMLL FANX RARITYPAINGETIAZ [aVPaTEA
xleprorria[avy [aprazvatoeg [x [T orTrtascavy (s [1Tang [piiasxs

Elzislzslalslc]s[cl=]rrravaveroLIATTITY oS NIYLVGEISQLODWETSDO 1A

FIR SDDIIVEWRIADPNR TV

Figura 2. Seqiiéncia de aminodcidos (1 letra) da GA de A. niger. Letras vermelhas: a-
helice; letras azuis: fit1-B; C dentro dos retingulos: residuos de cisteinas envolvidos
em ponites dissulfetos; N dentro dos retingulos: sitios Mglicosilados: T e § dentro dos
retingulos: sitios O-glicosilados; E dentro dos retingulos: residuos dos aminodcidos
cataliticos glutimico 179 ¢ 400; seqiiéncias sombreadas: regiGes conservadas 51 a 55;
seqiiéncia sublinhada: sito de lignglo 1o substruto. Fonte: Flory, 1993.

como os dois residuos de aminodci-
dos cataliticos localizados no fundo
do sitio (Harris et al.,, 1993; Sauer,
2000). A estrutura em barril o/ do
DC da GA de A. awamori, A. nigere
de Saccharomyces fibuligera sio si-
milares, sendo que esta Gltima apre-
senta 14 o-hélices, 12 das quais estio
na conformagio barril o/a (Sevcik et
al, 1998; Sauer et al, 2000). Esta
conformagio contrasta com a
topologia de organizagio em barril
/P encontracla em outras enzimas
amiloliticas tais como a e B-amilases
(Buisson et al., 1987; e Mikami et al.,
1993) e ciclodestrina glucosiltransfe-
rases (Klein e Schulz, 1991). Obser-
vou-se uma pequena similaridade
entre a estrutura da GA e proteinas
transportadoras de glucose. Assim, a
organizagio das hélices na GA pode
ser relevante para a conformagio de
proteinas que transportam glucose
(Aleshin et al, 1994a).

O segmento O-glicosilado estd
numa conformagio de cinto estendi-
do em tomo do barril o/ catalitico.
Isto sugere que este segmento serve
como um elo de ligagio estrutural
entre o dominio catalitico e o domi-
nio de ligagio. A primeir parte (ami-
nodcidos 441 a 471) desta regiio O-
glicosilada possui cerca de 10 residu-
os de manoses expostos, que juntos
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com 2 unidades de glucoses ligadas
N-glicosidicamente nos residuos Asn
171 e Asn 395, formam um cinto de
glicosilagoes ao redor do dominio
catalitico (Aleshin et al, 1992). Foi
sugerido que a outra parte altamente
O-glicosilada (aminodcidos de 472 a
512) envolva o dominio catalitico
como uma continuagio do residuo
471, fazendo com que o dominio de
ligagio 2o amido fique préximo ao
sitio ativo (Sauer et al, 2000). O
segmento C-terminaldo “linker” con-
tém cerca de 30 aminodcidos, princi-
palmente serina e treonina, sendo,
portanto, muito O-glicosilado. A esta
parte particular do linker tem sido
atribuida papéis na estabilidade, se-
cregio e na digestio do amido cru
(Libby et al, 1994; Sauer et al, 2000).
Embora algumas caracteristicas como
a compactagio da conformagio do
barril a/a, a protegio dos carboidri-
tos e a regilo O-glicosilada, fagam a
GA de Aspergillus mais estivel do
que algumas proteinas, uma maior
estabilidade ainda é requerida pam
os processos industriais, como expli-
cado anteriormente.

O dominio de ligagio ao amido
possui este nome por ciusa da sui
capacidade de se ligar ao grinulo de
amido nativo e permitir sua digestio
pelo dominio canlitico (Svensson ef
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Figura 3. Esquema da glucoamilase (GA') de Aspergillus arwamori var. X100 (Aleshin
et al., 1992). a- hélices (H1 a H13) sio simbolizadas por cilindros, sitios de O-
glicosilagio sdo representados por hexdgonos simples, e sitios de V-glicosilagdo sdo
simbolizados por cadelas de trés hexigonos.

al., 1983). Este dominio parece ter a
capacidade de ligar a GA A parede da
célula isto porque tem afinidade por
a-1,4 e a-1,6 glucanos que pertencem
A parede celular. Esta afinidade au-
menta a concentragiio de GA préxima
da micromembrana da célula
(Neustroev et al,, 1993). A GAIl, na
qual faltam os residuos 5132616, tem
uma habilidade semelhante a GAl
para digerir amido soldvel, mas pos-
sui uma habilidade drasticamente re-
duzida para se ligar e hidrolisar o
amido nativo (Svensson et al., 1989).
Recentemente, foi demonstrado que
o DLS isolado, atuando em grinulos
de amido juntamente com a GAII,
apresentaram um efeito sinergistico
na degradagiodo substrato insolivel,
sugerindo que o dominio de ligagio
ao substrato se liga ao amido como
uma porgio individual e rompe a
compacta estrutura do grinulo de
amido fadlitando a hidrélise pelo
dominio catalitico (Southall et al, 1999;
Sauer et al, 2000). O dominio de
ligagio ao amido da GA possui uma
significante similaridade de seqiién-
cia de aminadcidos com o dominio de
ligagio ao amido da ciclodextrina gli-
cosiltransferase (CGTase) (Svensson
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etal., 1989). A estrutura tridimensional
da CGTase ¢ globular, contendo de 6
a 8 fitas P (Klein e Schulz, 1991). A
estrutura do dominio de ligagio ao
amido da GA revela uma estrutum
bem definida em fitas P consistindo
de um par paralelo e 6 pares
antiparalelos que formam um barril f
aberto na lateral. Dois sitios de liga-
¢io para outros ligantes foram encon-
trados neste dominio, sendo cadaum
no final da molécula em faces opostas
(Sorimachi etal., 1996). O mecanismo
proposto de ligagio deste dominio
ao0s grinulos de amido, parece envol-
ver a formagio de um complexo de
inclusio entre os residuos hidrofébicos
do dominio de ligagio ¢ os grinulos
de amido (Goto et al., 1994).
Existem quatro pontes dissulfe-
tos na GA, das quais trés estio no
dominio catalitico € uma no dominio
de ligagio. No dominio catalitico, as
pontes estdo entre os residuos 210 e
213 (conectando o N-terminal com o
meio da hélice 7), 262 e 270 (conten-
doum filamento Bantiparalelo) e 222
e 449 (associando o trigésimo resi-
duo O-glicosilado do “cinto” com o
dominio catalitico) (Aleshin et al.,
1992). Experimentos sugerem que
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existe uma ligagio dissulfeto entre os
residuos 509 e 604 que conecta o N-
terminal com o C-terminal do domi-
niode ligagioao substrato (Coutinho
e Reilly, 1994 b).

Existem dois residuos N-glicosi-
lados (Asn 171 e Asn 395) na GA, nos
arredores do sitio ativo. Em cada
caso, o Nda Asnestd ligndod posigio
C1do primeiro residuo de agicar (N-
acetil-D-glucosamina), que esti liga-
do por B (1-4) ao segundo (N-
acetil-D-glucosamina) que por sua
vez se liga ao terceiro residuo (D-
manose) (Aleshin ef al., 1992). O
niumero total de residuos de agucares
para formar a cadeia glicosil ligada a
Asn 171 e Asn 395 € 5 e 8 respectiva-
mente (Aleshin ef al, 1994 a). A
mutagio Asn 395— Gln que removeu
o sitio de N- glicosilagio no residuo
395, diminuiu drasticamente tanto a
secre¢io como a termoestabilidade,
mas ndo alterou a atividade especili-
ca (Chen et al, 1994 b).

Emborma a GA de A. awamori
primariamente catalise a clivagem
hidrolitica de ligagdes a (1,4) com
liberagio de B-glucose a partir de
uma extremidade nio redutora da
cadeia de amido e oligossacarideos,
ela também cliva ligagoes glicosidicas
a (1,6) com uma eficiéncia catalitica
(Kca/ Km) por volta de 500 vezes
menor do que para as ligagdesa (1,4)
(Fleetwood e Weigel, 1962).

2. Termoestabiliza¢io da
Glucoamilase

2.1. Estratégias tradicionais

A modificagio quimica e a imo-
bilizagio sioas duas principais estra-
tégias tradicionais que tém sido ex-
ploradas para melhorar a termoesta-
bilidade da GA.

Modificagdo quimica:altera um
grupo funcional especifico nas pro-
teinas, tal como um grupo carboxila,
por reagio quimica. Embora esta
técnica tenha aumentado a estabili-
zagio da a a-quimotripsina em 1000
vezes (Moshaev et al., 1988), ela
geralmente tem um rendimento ne-
gativo ou relativamente muito pe-
queno na termoestabilizagio da GA
(Sinitsyn etal., 1978; Munch e Tritsch,
1990).
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Imobilizagdo: geralmente resul-
ta em alguma perda da atividade
enzimética (Lee et al., 1976; Svensson
e Ottesen, 1981; Lenders e Crichton,
1988), mas apesar disso, foi usada
em GA porque ela permite o proces-
so continuo de operagio. Embora
muitas GAs imobilizadas tenham
melhor estabilidade do que as formas
solaveis, elas ainda nio substituiram
estas ultimas no uso industrial, isto
porque as GAs imobilizadas devem
ser usadas em temperaturas operadi-
onais baixas a fim de serem preserva-
das por virios meses, e continuarem
vidveis (Lee et al., 1976). Desde que
a energia de ativagdo para a atividade
enzimitica deva ser menor do que
para a inativagio da enzima, uma
temperatura de 38 a 40°C é recomen-
dada para a GA imobilizada. Entre-
tanto, o decréscimo na temperatura
operacional resulta numa baixa taxa
de reagio e em contaminagio
microbiolégicn, que ¢ menos facil-
mente controlado em fibricas do que
em laboratério. Lee et al, (1976)
relataram que a GA imobilizada ren-
deu xaropes com teores mais baixo
de glucose, 1,0-1,5%, e de Dextrose
Equivalente (DE), 1,0-1,5 unidades,
do que aqueles produzidos por
enzimas soluaveis. Isto € atribuido a
limitagdo da difusio de particulas de
glucose, que resulta em um gradien-
te de concentraglo de glucose e,
consequentemente, leva a uma mai-
or incidéncia de reagdes reversiveis
do que se o gradiente nio estivesse
presente (Lee ef al, 1980). Além
disso, numa aplicagio real, as altas
concentragdes do substratg estabili-
zam tdo bem a GA que o aumento da
termoestabilizagio proporcionado
pela imobilizagiio torna-se relativa-
mente insignificante (Klesov e
Gerasimas, 1979).

2.2. Estratégias
moleculares (Evolugio
Dirigida de Enzimas)

O advento da engenharia de
proteinas, empregando técnicas de
biologia molecular, proporcionou
novas estratégias parm a termoestabi-
lizagio de enzimas. O gene da GA de
A.awamorifoi clonado e expressado
em Saccharomyces cerevisiae (Innis

et al., 1985) e em Pichia pastoris
(Fierobe et al. 1997), o que permitiu
o emprego da manipulagio genética
como uma maneira de modificar a
enzima para melhorar suas proprie-
dades cataliticas ou fisicas.

Estas estratégias para criar novas
ou melhoradas propriedades em
enzimas, atualmente podem ser sepa-
radas em duas estratégias comple-
mentares ) desenbo racional e 2)
evolugdo dingida. O desenho racio-
nal de proteinas é baseado no conhe-
cimento detalhado da seqiiéncia pri-
maria, estrutura, fungio e mecinismo
de catilise. Através destes conheci-
mentos, alteragdes sio introduzidas,
principalmente, por mutagio sitio
dirigida, como serd discutido abaixo.
A evolugio dirigida, (Zhang, 1997)
nio exige conhecimento da relagio
estrutura-fungio da enzima. A evolu-
¢io dirigida é também chamada de
biotecnologia evolutiva (Arnold e
Volkov, 1999; Reetz e Jaeger, 1999;
Sutherland,2000). O termo evolugio
dirigida subtende uma série de expe-
rimentos que reproduzem, de forma
acelerada e em tubos de ensaios, a
evolugio da diversidade natural e
adaptagio ambiental. Mutagdes e
recombinagdes sio feitas dando ao
processo uma diregio no sentido de
atingir a otimizagio de uma proprie-
dade espedfica (Lehman e Wyss,
2001). Muitas pistas de como melho-
rarenzimas vém dos estudos de como
as enzimas evoluem na natureza. As-
sim, esta poderosa técnica objetiva
otimizar o processo de melhoramento
das enzimas utilizando mecanismos
envolvidos na evolugio natural (mu-
tagdio, recombinagio e selegiio natu-
ral). Entretanto, a evolugio dirigida
difere do processo natural no sentido
em que sio os pesquisadores que
definem as propriedades a serem
otimizadas e o processo biotecnolégi-
co acontece em um periodo curto de
tempo (semanas ou meses) (Reetz,
1999).

Num experimento de evolugio
dirigida, primeiramente ¢ induzida
uma alteragiio no DNA visando uma
resposti especifica. Isto resulta em
uma biblioteca de populagdes com
diferentes graus de possiveis respos-
tas, incluindo ou ndoa resposta espe-
rada. O préximo passo € encontrar
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dentre as milhdes de possibilidades,
a solugio ou as solugdes corretas, ou
seja, a enzima que exibe a proprieda-
de desejada (Arnold, 1996).

Em suma, este processo consiste
na combinagio de técnicas da biolo-
gia molecular apropriadas parma a
mutagio e expressio do gene,
acopladas a um eficiente e ripido
sistema de selegio. (Reetz e Jaeger,
2000). A idéia é partir de uma enzima
selvagem, realizar a mutagénese no
gene que codifica a enzima e seleci-
onar os melhores mutantes de acor-
do com a caracteristica fenotipica
desejada (Zhang, 1997). Apds a sele-
¢lo dos mutantes, segue-se novos
ciclos de mutagoes buscando melho-
res mutantes,

Quando a taxa de mutagio, ta-
manho da biblioteca e o processo de
selegio sio adequados, o fendtipo
desejado de uma enzima geralmente
aumenta a cada ciclo de mutagoes
(Zhang, 1997).

Existe um grande nuimero de
diferentes estratégias de mutagénese
para criar diversidade de seqiéncias,
tais como a mutagio pontual ao aca-
so por PCR mutagénico (error-prone
PCR), e o embaralhamento de DNA
(DNA shuffling). Combinagées des-
tas técnicas também vém sendo utili-
zadas. Tais estratégias serio discuti-
das a seguir:

2.2.1 Mutagdo Sitio Dirigida
(MSD)

E uma poderosa técnica na qual
apenas um ou poucos aminodcidos
especificos sio substituidos por ou-
tros aminodcidos, por alteragio nos
correspondentes nucleotideos no
gene codificador da proteina. Quan-
do realizada com sucesso, ela tem a
vantagem de melhorar a caracteristi-
ca desejada da enzima sem afetar
outras propriedades e até mesmo de
criar mutantes carregando vdrias ca-
racteristicas melhoradas.

Nesta ferramenta, as mudangas
precisas, efetuadas na seqiiéncia dos
aminodddos, sio baseadas no conhe-
cimento detalhado da estrutura da
proteina, fungio e mecanismo (Chen,
1999). Por exemplo, um residuo par-
ticular de aminodddo pode ser iden-
tificado como sendo importante pari
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aatividade catalitica da enzima (Reetz,
1999), sendo assim, uma substituigio
individual deste aminodcido poderia
provocar mudangas na estrutura se-
cundiria resultando em enzimas com
ciracteristicisdesefiveis (Chen, 1999).
Entretanto, seria impossivel predizer
qual dos 19 aminodcidos remanes-
centes seria o melhor alvo pama a
mutagiio que resultaria em subsequen-
te melhoria da propriedade procurada
(Reetz, 1999). Muitas tentativas para
alterar especificamente algumas das
propriedades das enzimas através
desta técnica falhamm, isto porque a
introdugio de aminodddos substitu-
tos tém efeitos inesperados na estru-
tura e fungio da enzima. (Kikuchi,
1999). Além disso, tem sido observa-
do que em muitos estudos de muta-
¢do sitio dirigida, o aumento da ter-
moestabilidade estd vinculada ao de-
créscimo da atividade catalitica (Carrea
e Colombo, 2000). As falhas também
podem ser porque este processo re-
quer conheadmento de detalhes da
estrutura tridimensional da enzima,
de seu mecanismo de catilise, bem
como um certo grau de intuigdo na
escolha do aminaicido a ser substitu-
ido (Reetz, 1997). Em muitos casos,
estas substituigdes foram feitas sem
levar em consideragio as propriecla-
des estruturais da proteina (Chen, 1999).

22.2. PCR mutagénico (Error-
prone PCR):

A introdugiio de mutagdes atm-
vés desta técnica envolve uma modi-
ficagio no protocolo de PCR (Jaeger
e Reetz, 2000). Uma reagio de PCR é
normalmente realizada de modo a
amplificar qualquer dado DNA com
alta fidelidade. A atividade de corre-
¢io de erro 3’ — 5’ da DNA polime-
rase assegura que a amplificagio do
DNA siga de maneira precisa. Ocasi-
onalmente, nucleotideos errados sio
incorporados durante a amplificagio
levando a mutagdes com uma fre-
qiéncia de 0,1 a 2x 10" por
nucleotideo para a DNA polimerase
termoestivel do Thermus aquaticus
(Taq polimerase). Esta baixa taxa de
erro pode ser aumentada para 7x 10°
por nucleotideo através de um ou
mais dos seguintes procedimentos:
aumento da concentragio de MgCl,,

adigio de MnCl,, aumento na con-
centragiode dCTP e dTTP e aumento
na quantidade taq polimerase. Para o
propésito de evolugio dirigida de
enzima, estas condi¢des devem ser
modificadas a fim de se obter uma
taxa média de 1 a 2 nucleotideos
mutados por gene, levando a uma
mudan¢a média de 1 aminodcido por
enzima mutante (Reetz, 1999). A van-
tagem de tl processo € que pode ser
realizado rapidamente envolvendo
qualquer proteina, mesmo sem o
conhecimento preciso de sua estru-
turn (Zhang et al, 1997 e Jaeger e
Reetz, 2000).

223. Embaralbamento de DNA
(DNA sbufJling)

Este poderoso processo de evo-
lugio dirigida, que gera diversidade
por recombinagio, € baseado na com-
binagio de mutagdes uteis de genes
individuais. Bibliotecas de genes qui-
méricos podem ser geradas por frag-
mentagio aleatéria de um gene, se-
guido por recombinagio dos frag-
mentos em uma reagio de PCR
(Crameri, 1998).

O embaralhamento de DNA
combinado com uma selegio paraa
atividade pode acelerar a evolugio
dirigida das caracteristicas deseja-
das. Nesta técnica, a diversidade é
introduzida a partir de uma bibliote-
ca de mutagdes pontuais aleatérias
(Christians et al, 1999). Os genes
selecionados podem sersubmetidos
a mais ciclos de mutagoes (reemba-
ralhamento) e melhorarainda maisa
sua mutagio benéfica original
(Stemmer, 1994a) simulando de for-
ma acelerada, o processo natural de
recombinagio sexual (Christians ef
al, 1999).

A técnia consiste basicamente
na fragmentagio de um gene com
diferentes mutagdes pontuais por
DNAse I. A recombinagio dos frag-
mentos aleatoriamente resulta em
moldes trocados e recombinados. Um
gene recombinante contendo 4
“crossovers” pode serselecionadoda
biblioteca de recombinantes basea-
do na fungio melhomda. O conjunto
selecionado promove o ponto de
partida para outro ciclo de mutagoes
e recombinagoes. Este processo iso-

lado causa um baixo ndmero de
mutagdes pontuais, mas se for dese-
jado, mutagoes adicionais podem ser
incorporadas por PCR mutagénico
ou mutagénese por UV no “pool” de
genes (Stemmer, 1994a).

A técnica de embaralhamento
pode ser realizada com mutantes do
mesmo gene e também com genes
homélogos de diferentes espédes
(family shuffling) (Reetz e Jaeger,
1999). Esta recente adaptagio permi-
te que duas ou mais seqliéncias que
ocorram naturalmente sejam usadas
como material genético iniciador.
Neste método, genes similares slo
misturados, frigmentados aleatoria-
mente e recombinados sob condi-
¢oes que permitam o anelamento e a
extensio de fitis complementares
nio idénticas (Christians et al, 1999).
A recombinagio que ocorre nesta
técnica € causada pela incorporigio
de um fragmento derivado de uma
sequéncia dentro de outr, baseado
na homologia.

Andlises evolutivas de familias
de enzimas sugerem que mudangas
dristicas na fungio da enzima exi-
gem uma considerivel mudanga na
sequéncia de aminoicidos de um
polipeptideo. Tais mudangas prova-
velmente nio ocorrem durante o pro-
cessode evolugio in vitro, noqualas
enzimas sio principalmente melho-
radas por mutagdes de ponto com
uma tendéncia a transigdes e
transversoes limitando oacessoa um
amplo espectro de substituigdes. Em
contraste, a mutagio natural, tipica-
mente resultante de recombinaglo
sexual ou homéloga, gera delegdes,
inser¢des, duplicagoes ou fusdes.
Neste ultimo processo, lais muti-
¢oes alterim o espagamento entre
os residuos de aminodcidos e seg-
mentos de cadeias de polipeptideos
e pode resultar em mudangas na
especificidade e novas atividades
cataliticas (Chen, 2001).

“Screening” e Selegio: Grandes
bibliotecas de mais de 10" genes
mutantes podem facilmente ser cri-
adas usando as técnicas acima. Por-
tanto, o desenvolvimento de um
sistema apropriado de selegio é de
importincia chave no processo de
evolugio dirigida de enzimas (Reetz,
1999). Selegdes efetivas, nas quais
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apenas aqueles clones carregando a
caracteristica desejada sobrevivam
ou cresgam mais ripido sio raras
(Amold e Volkov, 1999). No caso do
emprego de vetores (plasmidios), o
“screening” é feito para obter os
mutantes que incorporaram o vetor
contendo o gene desejado. O vetor
geralmente camrega um gene pam
resisténcia a algum antibidtico, por
isso utiliza-se o plaqueamento das
linhagens submetidas ao processo
de mutagénese em um meio conten-
do o antibiético. As colénias que
crescerem neste meio, certimente
incorporaram o vetor e podem ser
escolhidas paraa préxima etapa. Em
outros casos, a mutagdo positiva
resulta em reparo de algum defeito
que poderi ser usado como ferra-
menta para a selegiio. Por exemplo,
a recuperagio da habilidade de pro-
dugio de enzimas formadoras de
halos na placa de selegio. A etapa
seguinte € a escolha de coldnias que
tenhama caracteristica desejada, por
exemplo, o aumento na tenmoesta-
bilidade enzim:itica. Assim, as
enzimas das colonias positivas no
“screening” serio submetidas a tes-
tes de termoinativagio a fim de se
isolar as coldénias produtoras de
enzimas termoestiveis.

2.3. Enzimas
termoestabilizadas por
estratégias moleculares

Akanuma et a/(1998) introduzi-
ram o gene leuB(que codifica para a
3-isopropilmalato desidrogenase en-
volvida na biossintese de leucina) no
microrganismo termofilico Thermus
thermopbilususando técnicas de evo-
lugio dirigida de enzimas. ApSs mu-
taglo no geneda enzima, eles obtive-
ram uma variante termoestivel. A
estabilidade térmica da enzima
mutante foi 10°C acima da observada
na enzima selvagem.

A técnica da evolugio dirigida
foi aplicada 2 kanamicina nucleoti-
diltransferase (KNTase), uma enzima
que confere resisténcia ao antibisti-
co kanamicina. Variantes desta
enzima apresentaram resisténcia a
kanamicina a uma temperatura de
63°C e foram produzidas por dois
ciclos seguidos de mutagdes resul-

tando em duas substituigdes de ami-
nodcidos (Reetz e Jaeger, 1999).

Kikuchi et al (1999) aplicaram
esta técnica nos genes xylE e nabH
que codificam para a enzima catecol
2,3-dioxigenase. Mais de 2000 clones
hibridos foram criados e posterior-
mente selecionados para estabilida-
de térmica. A melhor enzima quimé-
rica selecionada foi testada a S0°C e
a vida média foi de 70 min, muito
maijor do que a enzima codificada
pelos genes selvagens xylE (2,7min)
e nabH (5,4min).

Yang et al (2000) critam um
mutante para o gene da subtilisina E
através da técnica de PCR mutagénico.
Anilises do sequenciamento revela-
ram apenas uma substituigio (A=G).
O tempo de vida médio da atividade
da enzima mutante, quando encubada
a 65°C, foi de aproximadamente 80
min enquanto que uma outra linha-
gem mutante (mutante original usado
no PCR mutagénico) e a linhagem
selvagem apresentaram um tempo de
13 ¢ 15 min respectivamente.

Miyazaki et al (2000) usaram a
técnica de embaralhamento de DNA
em uma subtilisina $41 psicrofilica
com o objetivo de aumentar sua ter-
moestabilidade e atividade. Apds a
terceira gemgio de bibliotecas cria-
das por PCR mutagénico, trés varian-
tes termoestiveis formmm identifica-
das. Das trés, uma enzima mutante
em particular teve a maior atividade
residual apés incubagio a 70°C. Esta
subtilisina $41 variante contém 7 subs-
tituigdes de aminoiicidos, todas con-
tribuindo para o aumento da sua
termoestabilidade.

A temperatura 6tima da lipase
foi aumentada em até 15°C através
da mutagénese aleatdrea utilizando a
técnica de PCR com tendéncia ao
erro (Kohno et al, 2001).

Utilizando-se da técnica de em-
baralhamento de DNA Hayashi et al.
(2001), obtiveram quimeras de -
glucosidase com a tenmoestabilidade
aumentada ematé 16°C quando com-
paradas com a enzima original.

A evolugio dirigida foi também
usada para melhorar a termoestabi-
lidade da galactose oxidase (Sun et
al, 2001). Foi observado que as
enzimas mutantes obtidas, manti-
nham a atividade enzimitica e a
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especificidade pelo substrato seme-
lhantes s da enzima selvagem, en-
tretanto, a termoestabilidade foi au-
mentada. O T, (temperatura na qual
as enzimas perdem 50% da sua ativi-
dade) foi aumentado para 67°C para
os dois mutantes mais termoestiveis
enquanto que a selvagem nio ultm-
passou 63°C.

Experimentos com a GA usam
na sua grande maioria a MSD como
ferramenta para a obtengio de carac-
teristicas desejadas melhoraclas, uma
boa revisio neste assunto foi apre-
sentada por Ford (1999). Virias abor-
dagens preconizadas para estabiliza-
¢io podem ser acessadas pela MSD,
como por exemplo, as substituigoes
dos residuos flexiveis de glicina em
a-helices, substituigdes de seqiiénci-
as susceptiveis a desamidagio e que-
bra Asn-Gly, alteragdes em ligagdes
frigeis como Asp-X, introdugio de
prolina que reduz o niimero de con-
formagoes no estado desdobrdo,
acréscimo cisteinas para aumentar o
numero de pontes dissulfetos, além
de combinagoes destas abordagens
em mutantes miltiplos etc. (Ford,
1999; Sauer, 2000).

Libby et al (1994) tesaram o
efeito de delegdes de aminodcidos
na regiio O-glicosilada da GA de
Aspergillus awamori. Foram feitas
deleg¢des parma remover os residuos
de 466 a 512 (GAI), de 485 a 512
(GAII) e de 466 a 483 (GAIID. Anali-
sando as fragdes intracelulares e
extracelulares, observou-se que a
regiio deletada da GAIIl afetou a
secregdo enquanto que a delegio da
GAIl contribuiu para a produgio e
uma estrutura estivel da proteina.
Para todos os mutantes foram encon-
tradas atividades aataliticas similares
A selvagemindicando que asdelegdes
nio afetaram o sitio catalitico.

Chen et al. (1994) substituiram
a sequiéndcia susceptivel a desamida-
¢lo, Asnl182-Gly, por Ala182-Gly, o
que resultou em decréscimo de 2,5
vezes na axa de termoinativagio a
60 e 65°C.

O efeito da substituigio de resi-
duos flexiveis de glicina por alanina
em quatrodiferentes a-hélices na GA
de Aspergillus awamori foram estu-
dados (Chen et al, 1996). Substitui-
¢oes simples de Gly137 e Gly139 e
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no mutante muiltiplo contendoambas
as mutagdes estabilizaram a GA con-
tra a termoinativagio irreversivel.

Com o objetivo de estudar o
papeldas regides conservadas na GA
de Aspergillus awamori, Sierks et al
(1993) realizaram substituicdes nos
residuosde Leul77, Trp178 e Asn182
por His, Arg e Ala, respectivamente.
Quando se substituiu Leul77 por His
houve um grande aumento na ener-
gia de ativagio para substratos com
ligagio a(1—4) e a(1-6); na substi-
tuigio Trpl78 por Arg, a energia
aumentou para substratos com liga-
¢oes a(1—6), mas ndo para o(1—4).
Estas substitui¢des indicaram que os
residuos de aminodcidos Leul77 e
Trp178 estio localizados no subsitio
1 e 2 respectivamente. Por outro
lado, a substituigio Asn182 por His
ndo alterou os valores de energia de
ativagiio para nenhum tipo de liga-
¢io do substrato, sugerindo que este
residuo nilo € crucial par1 0 mecanis-
mo catalitico da GA.

Fiorobe et al. (1996) substitui-
ram Ala246 por Cys, criando mais
uma ponte dissulfeto entre este resi-
duo e o residuo Cys320. O mutante
apresentou maior atividade residual
e atividade catalitica por 15 minutos
comparado a linhagem selvagem.
Fiorobe et al.(1998) produziram um
mutante substituindo o Glu 400 por
Cys. A atividade do mutante, apés
oxidagio da cisteina para acido
cisteinosulfinico, elevou a atividade
do mutante para 160% em relagio a
linhagem selvagem. Entretanto, nio
houve ganho de termoestabilidade.

Uma ponte dissulfeto foi criada
substituindo Asn20 e Ala27 por Cys
na GA de Aspergillus awamori e
observou-se um aumento na termo-
estabilidade de 1,2 kJ/mol a 65°C (Li
et al, 1998).

Mutantes contendo prolina em
substituigdio a vdrios aminodcidos fo-
ram estudados por Allen et al. (1998).
O maior sucesso com muta¢gio sim-
ples foi obtido no mutante Ser30—Pro,
resultando em um aumento da ener-
gia livre de termoinativagiio de 1,6 kJ/
mol a 65°C. Os autores ainda combi-
naram diferentes mutagdes termoes-
tdveis e obtiveram um triplo mutante
contendo Gly137—Ala, Ser30—Pro e
Asn20—Cys/Aln27—-Cys que apresen-

tou aumento cumulativo de termoes-
tabilidade de 4,4 kJ/mol.

Estes experimentos, embor te-
nham como objetivo principal a me-
lhora em propriedades da enzima,
paralelamente desempenhamum pa-
pel de extrema importincia, o de
elucidaras fungdes de indmeros seg-
mentos da cadein polipeptidica da
proteina.

3. Conclusio e
perspectivas futuras

As técnicas de evolugio dirigida
disponiveis, associadas a considera-
¢oes tedricas e s virias experiéncias
relatadas de sucesso ou nio, disponi-
veis na literatura, tém levado a uma
crescente selegio de mutagdes bem
sucedidas para termoestabilizagioda
GA. Todavia, este sucesso ainda nio
refletiu significativamente na produ-
¢io de enzima industrinlmente satis-
fatérin, deixando o campoainda aber-
to para novas experiéncias.

Os organismos atualmente dis-
poniveis para clonagem e expressio
da GA sio mesofilicos, criando difi-
culdades pam a selegio de enzimas
mais termoestiveis. Além disso as
linhagens de E. coli utilizadas sio
deficientes em glicosilagio e forma-
¢io de pontes dissulfetos, essenciais
parm a GA ativa. Pesquisas com
bacterias termofilicas e/ou bacterias
competentes pim a clonagem e ex-
pressio da GA estruturalmente ativa,
podem ser altemnativas vidveis pam
reduzir tempo e manipulagio.

A maior parte das informagoes
sobre seqiéncias de GA sio dos
fungos mesofilicos, A. niger e A.
awamori. Informagdes de seqiiénci-
as de GAs termoestiveis, serinm im-
portantes para orientagio racional de
desenhos de experimentos de evolu-
¢io dirigida. Entretanto, poucas GAs
termoestiveis de fungos termofilicos
foram relatadas. Dentre estes estio
Humicola grisea var. thermoidea
(Tosi et al. 1993), Aspergillus
Jfumigatus(Brandani e Peralta, 1998)
e Thermomyces lanuginosus (Li et al
1998). Informagdes sobre sequiéncias
genéticas sio ainda mais rams. A
procura por novas fontes de GAs
termoestiveis, bem como informa-
¢oes sobre a proteina e seu gene

codificador sio um campo aberto e
com enormes perspectivas futuras.
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RESUMO

A ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase, E.C. 2.4.1.19) é uma enzima microbiana
capaz de converter amido em ciclodextrinas, um produto de grande potencial para aplica¢ao
industrial. No presente trabalho, foi estudada a produ¢io de CGTase pela linhagem
termofilica H69-3 em diferentes meios, tanto em fermentagdo submersa (FS) como em
Jfermentagdo com substrato solido (FSS) a 45°C. A atividade para CGTase foi determinada
pelos métodos dextrinizante e CD-fenolftaleina. Nos testes de fermenta¢do submersa foram
testados 11 diferentes substratos sem peptona e extrato de levedura, também foram
analisadas 6 diferentes fontes de amido mantendo as concentragdes de peptona e extrato de
levedura. Nos ensaios de fermenta¢do em substrato sélido, 9 diferentes tipos de substratos
Sforam testados. Das diferentes fermentagées analisadas a que melhor induziu a atividade
CGTase foi a fermentagao submersa na presenga de peptona e extrato de levedura.

INTRODUCAO

A ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase; EC 2.4.1.19) é uma enzima microbiana capaz
de converter o amido em ciclodextrinas por reagdes de ciclizagdo, acoplamento e
desproporcionagdo (Bender, 1986; Tonkova, 1998). As ciclodextrinas (CDs) sdo
oligossacarideos ciclicos nio redutores compostos principalmente por 6, 7 e 8 unidades de
glicose, as quais sio denominadas de -, B- e y- CDs, respectivamente. Elas apresentam uma
cavidade interna hidrofébica e a regido externa hidrofilica. Tal caracteristica favorece sua
interagdo com uma variedade de substancias, formando complexos de inclusdes que alteram
as caracteristicas fisicas e quimicas da molécula hospede. Essa propriedade das CDs tem
levado a um aumento em sua aplicagio nas industrias de alimentos, farmacéuticas,
cosméticos, produtos agroquimicos, quimica, pldsticos e outras (Allegre e Deratani, 1994;
Bender, 1986, Szejtli, 1997). Desde a descoberta da CGTase varios microorganismos foram
descritos como produtores da mesma, havendo predominio do género Bacillus, mas outros
géneros ja foram caracterizados como produtores de CGTase, no entanto ainda ndo ha
nenhum relato a partir de leveduras e fungos (Alves-Prado et al/, 2002a). No Brasil, foram
relatados B. lentus (Sabioni e Park, 1992), B. circulans n°76 (Salva et al., 1997), B. firmus
n°37 e linhagem n°41 (Matioli et al., 1998), Bacillus sp subgrupo alkalophilus (Alves-Prado
et al, 2002b).

O fator que mais limita a ampliagdo do uso industnial das CDs é ainda considerado, o
elevado custo de produgdo das mesmas, devido ao também elevado custo das CGTases usadas
no processo. Assim, pesquisas dirigidas para a produgio de CGTases de menor custo sdo
importantes para viabilizar economicamente o uso das CDs em escala comercial. Assim, o
presente trabalho teve por objetivo analisar a produgio de CGTase a partir de uma nova
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Capitulo ITI

linhagem termofilica isolada de amostras de solo da regido de Sdo José do Rio Preto, SP,
visando a produgdo de CGTase em substratos de baixo custo.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

O microrganismo analisado no presente estudo faz parte da colegio do Laboratorio de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(Unesp/IBILCE) e foi isolado de amostras de solo de cultivo de mandioca. na regido de Sio
José do Rio Preto, SP (Alves-Prado et al, 2002a). O microrganismo foi identificado com a
numeragdo H69-3.

Pré inoculo

O pré inoculo foi cultivado em meio de cultivo, descrito por Nakamura ¢ Horikoshi (1976a)
composto por: 10,0 g/L amido solivel; 5,0 g/L peptona; 5,0 g/L extrato de levedura; 1,0 g/L
K2HPOg4; 0,2 g/L MgS04.7H70; 5,0 g/L NapCO3 (esterilizado separadamente e adicionado
ao meio apos atingir a temperatura 60°C), pH 9,6. Frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo
20 mL de meio de cultivo foram inoculados com a massa microbiana proveniente de um tubo
com dagar inclinado. O crescimento microbiano se deu em shaker sob agitacdo de 150 rpm, a

45°C por 24 horas.

Fermenta¢iao submersa

A fermentagdo submersa foi analisada de duas formas, tendo como base o meio de cultivo
descrito acima. Inicialmente, excluiu-se do meio de cultivo a peptona e o extrato de levedura e
substituiv-se o amido soluvel pelas seguintes fontes de carbono a 10,0 g/L: farelo de
mandioca, amido de milho, polvilho, fuba, farelo de trigo, farelo de soja, extrato de soja, soja
e farinha de soja. No segundo ensaio, manteve-se a mesma concentragdo do meio de cultivo
substituindo-se o amido soluvel por: amido de batata-doce, amido de milho, amido de
mandioca (polvilho doce), farelo de mandoca e fubd. Para ambos os meios analisados
utilizowse como controle de produgdo enzimadtica o meio de cultivo proposto por Nakamura e
Horikoshi (1976a).

A fermentagdo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 20 mL de meio de
cultivo, os quais receberam 0,5 mL do pré inoculo de 24 horas. O crescimento microbiano foi
a 45°C sob agitagdo de 150 rpm. Ao final da fermentagdo o volume total de cada frasco
Erlenmeyer foi centrifugado a 10000xg a 5°C por 15 minutos. O sobrenadante livre de células
foi utilizado para determinagdo das atividades enzimaticas Todos os ensaios foram realizados
em duplicatas. )

Fermentac¢do em estado solido

Para a fermentagdo em estado sélido foram empregados diferentes substratos: farelo de
trigo, farelo de soja, farinha de soja, fubd, farelo de mandioca, polvilho doce. amido de milho
e amido soluvel. Estudos anteriores (Alves-Prado et al, 2002b) revelaram que a mistura dos
substratos com o farelo de trigo proporcionaram melhores rendimentos, assim, fot realizada a
mistura na propor¢do de 1:1 dos substratos com farelo de trigo. Os meios foram preparados
em frascos Erlenmeyers de 250 mL com um total de 5,0 g de matenal sélido. Apos
esterilizagdo o material sélido foi inoculado com 2,5 mL do pré inoculo e 2.5 mL de solugdo
NapCO3 a 0,5%. Nestas condi¢des, a umidade final nos frascos Erlenmevers no inicio dos

experimentos foi de 70%. Os frascos foram incubados em estufa a 45°C ¢ de acordo com
informagdes da literatura, as amostras da fermentagdo em meio soélido foram retiradas apenas
no tempo de 72 horas (Dias er al.. 1992, Ramakrishna er al., 1994; Alves-Prado er al, 2002b).




Apds o crescimento, detectado visualmente e pelo odor tipico da fermentagio, a enzima foi
extraida pela adi¢do de 20 mL de agua destilada aos meios solidos que foram rompidos
suavemente com bastdo de vidro e, em seguida, mantidos a uma agitagao de 100 rpm durante
uma hora a temperatura ambiente. A suspensio foi filtrada a vacuo e em seguida centrifugada
a 10000xg a 5°C por 15 minutos. As atividades enzimaticas foram determinadas no
sobrenadante. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.

Determinacio das atividades enzimaticas

Foram utilizados dois métodos de andlise de atividade da CGTase, pois a formagdo das CDs
envolve a dextrinizagdo e a ciclizagdo. O método com iodo acompanha a dextrinizagdo € o
método com fenolftaleina é especifico para a ciclodextrina ja formada.

Meétodo dextrinizante.

Foi baseado no descrito por Pongsawasdi e Yagisawa (1987), e Fuwa (1954) com algumas
modifica¢des (Alves-Prado et al, 2002b), onde foi observada a a¢io hidrolitica da CGTase,
pela redugdo de coloragdo, apresentada pelo complexo iodo-amido. Foi utilizado amido
solivel a 0,5% como substrato e a redugio de cor foi determinada a 700 nm em
espectrofotometro. Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para reduzir em 10% a intensidade da cor azul do complexo lodo-amido
por minuto.

Método CD-fenolftaleina.

Foi baseado no descrito por Mikeli et al. (1988) com algumas modificagoes (Alves-Prado
et al, 2002b), tendo como base a formagio do complexo B-ciclodextrina-fenolftaleina. Foi
utilizado maltodextrina a 1,0% como substrato. A absorbadncia foi determinada em 550 nm.
Uma unidade de atividade enzimatica fenolftaleina, foi definida como a quantidade de

enzima, necessaria para produzir | pmol de B-ciclodextrina, por minuto.

Atividade xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pela quantificagdo de agtcares redutores liberados
na reacgio, de acordo com Miller (1959). Assim, 0,1 mL da enzima foi adicionado a 0,9 mL de
solugio de xilana 'birchwood' (Sigma), a 0,5% (p/v), em tampdo acetato, 0,1 M, pH 5,6. Apds
incubagdo, a 55°C, por 10 minutos, a rea¢do foi paralisada pela adigdo de 1,0 mL do reagente
DNS. O controle recebeu a solugdo de enzima somente apds a adigdo do reagente DNS. A
absorbédncia foi determinada a 540 nm, em espectrofotdmetro. Uma unidade de atividade
xilanase foi definida como a quantidade de enzima necesséria para produzir | pmol de agtcar
redutor, por minuto, sob as condigdes de reagio.

Atividade protease

Para a atividade de protease foi preparada uma mistura de reagio onde, 0.2 mL da enzima
foi adicionada a 0,8 mL de solugdo de caseina, a 1,0% (p/v), em tampdo acetato, 50 mM, pH
5,6. Apds incubagdo, a 37°C, por 60 minutos, a reagio foi paralisada pela adigdo de 1,0 mL de
TCA a 10%. Em seguida, a mistura de reagio foi centrifugada por 5 minutos a 6000xg e
determinada a absorbancia do sobrenadante a 280 nm. O controle recebeu a solugdo de
enzima somente apos a adigio da solugio de TCA. Uma unidade de atividade de protease foi
definida como a quantidade de enzima necessria para produzir 1 pmol de tirosina, por
minuto, sob as condi¢des de reagdo.

Determina¢ao da proteina
A quantidade de proteina foi estimada de acordo com o método Hartree-Lowry, usando a
soro albumina bovina (BSA) como padrdo (Hartree, 1972).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A linhagem em estudo apresentou crescimento microbiano em todos os meios analisados,
porém apresentou diferentes valores para a produgdo de CGTase. Foi determinada, a atividade
de xilanase, pois esta ¢ uma enzima de interesse do laboratério. Porém a linhagem termofilica
H69-3 nio apresentou produgdo de xilanase em nenhum dos meios analisados.

Fermentac¢do submersa

A fermentagdo submersa foi analisada por duas diferentes composi¢des de meio de cultivo.
[nicialmente foi analisado um meio sem a presenga de peptona e extrato de levedura e com
diferentes substratos. Foi observado que o microrganismo apresentou um tempo de
crescimento mais lento em relagio ao controle, no qual apés 48 horas de fermentagio ja
apresentava uma produgdo significativa de CGTase. A auséncia de peptona e extrato de
levedura no meio de cultivo, apds 48 horas de fermentagdo, ainda ndo havia produgio
significativa de biomassa em nenhum meio. Diante disso, a fermentagio foi prolongada até 96
horas de cultivo. Os resultados obtidos para essa fermentagdo estdo ilustrados na figura 1.

Atividade Enzimatica (U/ml.)

Controle
Farinha soja
Soja
Extrato soja
Farelo soja
Farelo trigo
Fuba
Polvilho
Amido milho

L o Il FProteina [ ODextrinizante

Amido soluvel

| JLJNL L B L S S B NN B i A N N N B N B N SNLER S NN o N BN N R AN S BN R B BN N BN On B mme |

000 025 050 075 100 1,25 150 1,75 200 225 250
i Proteina (mg/mL)
Figura 1 — Produc¢io de CGTase pela linhagem H69-3 em fermentag¢do submersa, apos 96

horas de cultivo. Meio de cultivo sem peptona e extrato de levedura; controle: meio
Nakamura e Horikoshi (1976a).

De acordo com a figura 1, a produgiio de CGTase foi baixa se comparada com o meio
controle. O meio contendo farelo de trigo foi o que apresentou produgdo de CGTase mais
significativa, seguido do meio com farelo de soja. A atividade da CGTase pelo método CD-
fenolftaleina, ndo foi detectada, provavelmente devido a baixa atividade da enzima. Diante do
resultados, pode-se inferir que peptona e extrato de levedura sdo nutrientes importantes para
favorecer o crescimento microbiano e da mesma forma importantes par estimular a produgdo
de CGTase. E provivel que, o fomecimento de nitrogénio e aminoacidos pelos substratos
analisados ndo foi suficiente para favorecer o crescimento pleno da linhagem H69-3.

Ja no segundo experimento, onde variowse apenas a fonte de amido mantendo-se as
concentragdes usuais de peptona e extrato de levedura, o crescimento microbiano foi pleno.
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Capitulo 111

apresentando boa produgdo de CGTase. A figura 2 ilustra os resultados obtidos para essa
fermentagdo. Observa-se que foi possivel a determinagdo da atividade CGTase pelos dois
métodos de atividade. A produgio de CGTase foi mais significativa para o meio contendo
farelo de mandioca como substrato. O meio contendo amido de mandioca (polvilho doce)
também apresentou atividade significativa, sendo superior a apresentada pelo controle. Essas
duas fontes de amido tem a mesma origem vegetal, a mandioca que por sua vez era a cultura
cultivada no solo de onde foi isolado 0 microrganismo. Assim, a fonte de amido presente no
local de isolamento microbiano, pode ser um bom substrato para estimular a produgdo
enzimatica, pelo microrganismo.

Os demais substratos apresentaram produgdo de CGTase inferior ao controle, mas foram
superiores as atividades apresentadas pelos primeiros meios analisados (figura 2). Tal
resultado, vem corroborar a importincia nutricional dada pelo extrato de levedura e peptona
para o crescimento desse microrganismo, sob fermentagdo submersa. O teor de proteina
solivel encontrado nos diferentes meios, apds a fermentagdo, parece estar relacionado com a
atividade da CGTase, apenas o ensaio com o fuba foi uma excegao.

Atlvidade Enzimdtica (U/mL)
30 40 50 60 70 80 90 100

1 al 1 1 1 L L aJ

Il Proteina
BEB CD-Fenolfaleina
Amido milho |osee Il Dextnnizante

IAmxio batata-doce foaasel
PoNilho Eelemitems!

Farelo mandioca | aonaonctsiass-w]

controle Pmscraectas|

e
0.0 5emnl:(mes)i S QWD 50 30 35 40 45 50
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Figura 2 - Produ¢io de CGTase pela linhagem H69-3 em fermentagdo submersa, apds 48
horas de cultivo.

Fermentag¢ao em estado sélido

E conhecido que nas formulagdes de meios de cultura o uso das tradicionais fontes de
carbono (C) e nitrogénio (N) comerciais, acarretam um custo consideravelmente elevado na
produgdo industrial de enzimas (Baileye Ollis, 1986; Damaso er al. 2000; Diaser al., 1992;
Raimbault, 1998; Alves-Prado er al, 2002b). Assim, pesquisas dirigidas a produgdo de
enzimas utilizando residuos agro-industriais de baixo custo, visando a substituigdo das fontes
convencionais de C e N sdo importantes para a viabilizar economicamente o uso das enzimas
em escala comercial (Raimbault, 1998; Damaso er al. 2000). Alguns substratos de baixo custo
e de facil obtengao foram testados na formula¢do de um meio sélido de produgdo de CGTase,
como alternativa a um dos meios reconhecidamente de maior produgdo da CGTase descrito na
literatura (Nakamura e Horikoshi 1976a, Nakamura e Horikoshi, 1976b; Tonkova, i998),
porém de custo alto. Foram analisados 9 diferentes formulagdes de meio com substrato sélido.
em todas elas houve crescimento microbiano. Apenas no meio composto por farelo de trigo +
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Capitulo 111

farelo de soja a produgio de CGTase foi semelhante aos niveis obtidos na fermentagdo
submersa. Os demais meios apresentaram atividades inferiores a esse meio. Na figura 3 pode-
se observar ainda que. quando o microrganismo foi cultivado apenas em farelo de trigo ou
apenas em farelo de soja. a produgdo de CGTase foi a metade da apresentada quando os dois
substratos foram misturados. Assim, pode-se inferir que alguns dos nutrientes do farelo de
trigo ou do farelo de soja nio puderam ser disponibilizados sozinhos, esses tornaram-se
acessiveis ao microrganismo quando foram misturados. Sido relatados poucos estudos com a
produ¢io de CGTase em substrato solido, provavelmente em virtude de os principais
microrganismos produtores de CGTase pertencer ao género Bacillus e a fermentagdio em
estado solido ser mais favoravel aos fungos filamentosos. Mesmo assim, Ramakrishna et al
(1993) e Alves-Prado er al (2002b) obtiveram atividades da CGTase sob fermentagio em
estado solido semelhantes as obtidas em fermentagdo submersa utilizando Bacillus cereus e
Bacillus sp subgrupo alkalophilus mesofilicos, respectivamente.

A atividade de protease foi analisada em todas as formulagdes de meio estudadas nesse
trabalho e foi detectada em quase todos os meios solidos, provavelmente em virtude do alto
teor de proteina disponivel neste meios. Também houve atividade proteolitica na segunda
formula¢do da fermentagdo submersa, sendo maior no meio com farelo de mandioca que
coincidentemente foi o que apresentou maior atividade de CGTase. Talvez o prolongamento
dessas fermentagdes ndo sejam adequadas, uma vez que a produgdo de protease foi detectada,
nestes tempos. Ramakrishna et al (1993) observou a redugdo da atividade CGTase em relagdo
ao tempo de cultivo nos meios por eles analisados, sugerindo ser efeito da presenga de
proteases.

Atividade Enzimatica (U/mL)
0 10 20 AD)s4s050 24 E0 e 0.0 126D

Laaaa s s ol aaa o o a o b oo s o PP PR e P |
Ft+Amido soluvel - Proteina
CD-Fenolftaleinz
Bl Dextnnizante

FteAmido mitho [

Ft+ Potviho [ ]
FleF areloMandioca
Ft+ Fuba

Ft+ Farinha soja [
Ft +« Farelo soja
Farelo soja

Farelo trigo (Ft) [}

DAL SR B LA N L O e L B B B L B

0:0:40:9" 10 )5S 2.08 2:5:%3.0%3.5 40745 50 55 50 ES
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Figura 3 — Produgdo de CGTase pela linhagem H69-3 em fermentagdo em estado solido, apos
72 horas de cultivo.
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Perfil Enzimatico produzido pelo Fungo Termofilico
Thermoascus aurantiacus através de Fermentacao em

Estado Sélido e Fracionamento de uma Poligalacturonase
Termoestavel
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RESUMO

O conhecimento do “pool enzimatico” produzido por um microrgarismo é impor:arie
quando visa-se a aplicag¢do industrial de uma determinada enzima, uma vez que &lguns
processos sdo favorecidos quando diferentes tipos de enzimas estdo presentes numa meosma
mistura, enquanto que outros requerem apenas um grupo enzimarico esrecirico. No presen:e
trabalho foi estudada a produgdo de diversas enzimas hidroliticas peio jurgo termoriico
Thermoascus aurantiacus 179-3 e fracionada uma poligalacturonase. A maior produ¢ic dzs

Fl

enzimas exo-poligalacturonase, endo-poligalacturonase e lignina-peroxidase ocorreu 2z0s 4

dias de fermentagdo, enquanto que a produ¢do maxima de xilanase, carboximeriice uiase.
avicelase, manganés-peroxidase e a-amilase ocorreu apos 10 dias. Ndo rouve progucio ce
lacase, nas condi¢ées estudadas. No fracionamento da poligalacturonase. houve um pico da
enzima, com atividade especifica de 22,73 U/mg de proteina. A enzimc mosirou uma alia
estabilidade apds ser submetida a liofilizagdo e @ passagem pela colurc cromatogrerica.
mantendo 56,5% da atividade da solu¢do enzimdtica bruta.

INTRODUCAO
As pesquisas de producdo de enzimas por microrganismos termofilicos tém cresc
significativamente nos ultimos anos (Holst er al., 1997; Vieille e Zeikus. 2001). A ateng3o do
pesquisadores para esses microrganismos deve-se principalmente ds caracterisiicas ninnsacas
de suas enzimas, tais como a alta estabilidade a temperatura, ao pH e a agentes desnaturanies
(Bruins et al., 2001).

As enzimas dos termofilicos sdo geralmente mais termoestdveis, quando comparadas com as
de mesofilicos e podem ser usadas em diversos processos industriais, desenvolvidos sob alias
temperaturas. Sob o ponto de vista industrial, vérias sio as razdes para a selegdo e estudo de
enzimas produzidas por microrganismos termofilicos, tais como (Bruins er al., 2001; Lea er
al., 1998): apresentam alta estabilidade a temperatura ¢ sio geralmente mais resistentes a
agentes detergentes e a enzimas proteoliticas; em altas temperaturas o risco de contaminagdo
por microrganismos mesofilicos é menor e a viscosidade do substrato é reduzida. o que
facilita o seu bombeamento, filtragdo e centrifugagao.

As pectinases sio enzimas que apresentam uma ampla aplica¢io industrial, atuando na
extragdo e clarificagdo de sucos e na produgdo de vinhos e, na industria téxtil, ajudando na
liberagdo das fibras de celulose (Alkorta er al., 1998).

3
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Capitulo 111

O conhecimento do perfil enzimitico, ou seja, do conjunto de enzimas que um
microrganismo produz em determinado substrato, permite avaliar as potencialidades do
preparado enzimatico obtido. Dessa forma, ¢ importante conhecer quais enzimas sdo
produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus, sob condi¢des otimas de producio de
pectinase (Martins et al., 2002).

MATERIAL E METODOS

1- Microrganismo
Foi utilizado o fungo termofilico Thermoascus aurantiacus, isolado de material vegetal em
decomposigio.

2- Meio para fermentacao em estado sélido e obtengdo das enzimas

A fermentagdo ocorreu em frascos Erlenmeyer contendo 5 g de substrato composto por
bagaco de cana-de-agucar e bagaco de laranja, na propor¢do de 30%/70% (p/p). Este foi
inoculado com 5 mL de suspensdo de massa micelial e hidratado com 7 mL de solugdo
nutriente composta por-0,1% de NHsNQ;, 0,1% de MgSO4 x TH>O e 0,1% de (NH4)SO.,
(umidade de 70%). O cultivo foi feito a 50°C, durante 4 e 10 dias.

3- Estudo do perfil enzimatico
Foram determinadas as atividades das seguintes enzimas despolimenzantes na solugdo

enzimatica bruta obtida: exo-poligalacturonase, endo-poligalacturonase, xilanase,
carboximetilcelulase, avicelase, a-amilase, lacase, manganés-peroxidase e lignina peroxidase.

4- Medida da atividade enzimadtica

4.1- Atividade de Poligalacturonase (PG)

A atividade de PG foi medida pelo método do DNS, proposto por Miller (1959). Uma
unidade de PG foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar | pmol de acido
galacturonico por minuto, nas condi¢des de reagdo. Foi também utilizado o método
viscosimétrico para avaliagio de endo-PG. Uma unidade de enzima foi definida como a
quantidade necessaria para reduzir em 50% a viscosidade da solugdo, nas condigdes de ensaio.

4.2- Atividade de Xilanase, Avicelase e CMCase

A atividade enzimatica da xilanase foi determinada pelo método do DNS. Uma unidade de
xilanase foi definida como a quantdade de enzima capaz de liberar 1 pmol de xilose por
minuto, nas condigdes de reacdo, utilizando curva padrdo de xilose.

A atividade da avicelase foi determinada por procedimento idéntico ao da xilanase, exceto
que o substrato utilizado foi solugdo de avicel (Sigma Co) a 0,5% e a substincia redutora
quantificada a partir de curva padrio de glicose. O mesmo procedimento foi utilizado para
detectar a atividade da CMCase, exceto que o substrato utilizado foi solugio de CMC
(carboximetilcelulose Sigma Co) a 0,5%. Uma unidade de enzima foi definida como a
quantidade capaz de liberar 1 pmol de glicose por minuto, nas condi¢des de reagao, utilizando
curva padrdo de glicose.

4.3- Atividade de Amilase
A atividade de a-amilase (ou dextrinizante) foi determinada medindo-se a diminuig¢do da
capacidade de ligagio amido-iodo de uma sclugdo de amido. Uma unidade-de-enzima (U) foi
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Capitulo 111

definida como a quantidade de enzima requerida para hidrolisar 10 mg de amido em 10 min.,
nas condigdes de ensaio.

4.4- Atividade de Ligninases

A atividade de lacase foi determinada usando 2,2"-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS) em|
ml de uma mistura contendo 0,1 ml de acetato de sédio 0,I1M (pH 5,0), 0,8 ml de solugdo de
ABTS a 0,3% (p/v) e 0,1 ml da solugiao de enzima bruta. A oxida¢do do ABTS foi medida
pelo monitoramento do aumento da absorbincia a 420 nm. Uma unidade de atividade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar |1 pmol de ABTS por
minuto, utilizando o coeficiente de extingio molar para ABTS oxidado de 3.6 x 10*/mol/cm.

A atividade de Manganés-peroxidase (Mn-P) na solugdo enzimatica bruta foi determinada
numa mistura de reagdo composta de 0,8 ml de tampao lactato de soédio a 0.05M (pH 4,5), 0,1
ml de solugdo de solugdo de MnSQO4 a 0,4M e 0,1 ml da solugdo de enzima bruta. A reagdo foi
iniciada com a adi¢do de perdxido de hidrogénio (40 pM) e a absorbancia medida a 240 nm.
Uma unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para formar 1 ptmol de Mn" por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 8.1 x
10%/mol/em.

A atividade de Lignina-peroxidase (Lip) na solu¢do enzimatica bruta foi determinada numa
mistura de reagdo composta de 0,8 ml de tampao fitalato acido de potassio-HCl a 0,05M (pH
3,0), 0,1 ml de solugdo de solugdo de dlcool veratrilico a 40 mM e 0,1 ml da solugio de
enzima bruta. A reagdo foi miciada com a adi¢do de perdxido de hidrogénio (0,2 mM) e o
aumento da absorbdncia, devido 4 oxidagdo do dlcool veratrilico, medido a 310 nm. Uma
unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessdria para
formar | pmol de veratraldeido por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 9,3
x 10*/mol/cm.

5- Fracionamento da poligalacturonase por filtra¢io em gel Sephadex
A solugdo enzimdtica bruta foi dialisada em tampdao TRIS-HCI 10 mM pH 7,5 a 4°C,
overnight. O material dialisado foi congelado em Nitrogénio liquido e posteriormente
liofilizado. A concentragdo foi feita pela ressuspensio do material liofilizado em tampdo
TRIS-HCI 50 mM pH 7,5.

A enzima bruta, concentrada e dialisada, foi submetida a cromatografia de filtragio em gel
em coluna contendo resina Sephadex G75 (Pharmacia). Para a eluigdo foi usado tampio
TRIS-HCI 50mM e pH 7,5. O fluxo foi de 24 mL por hora, sendo coletados 6 mL por tubo e a
atividade de poligalacturonase foi determinada nas fragdes eluidas.

A determinagio dos teores de proteinas totais da solugdo enzimatica bruta e das fragdes
purificadas foi feita através do método de Bradford (1976), usando soro albumina bovina
como padrdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1- Estudo do perfil enzimatico
Foram determinadas as atividades de exo-poligalacturonase, endo-poligalacturonase,

xilanase, carboximetilcelulase, avicelase, lignina-peroxidase, manganés-peroxidase, lacase, e
a-amilase, na solugdo enzimatica bruta, apds 4 e 10 dias de cultivo (Tabela 1).
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Tabela 1: Perfil enzimatico produzido pelo fungo Thermoascus aurantiacus em meio
composto por 30% de.bagago de cana-de-agucar e 70% de bagago de laranja.
Atividade (U/g)
Enzima Tempo de fermentacgio
4 dias 10 dias

Exo-poligalacturonase 40,0 13,7
Endo-poligalacturonase 3.6 1,4
Xilanase
Carboximetilcelulase
Avicelase
Lignina-peroxidase 2769,0
Manganés-peroxidase 23540
Lacase 0

o-amilase 1,8 25,6

A produgdo maxima de exo-poligalacturonase (40,0 U/g, o equivalente a 5,0 U/ml) foi
superior a encontrada por Solis-Pereira er al. (1993), que relataram a produgdo de 33,0 U/g
desta enzima pelo fungo Aspergillus niger em fermentagdio em estado sélido de meio
contendo pectina sintética. Esta também foi maior que a relatada por Zengh e Shetty (2000),
que obtiveram a produg¢do maxima de 29,4 U/g com o fungo Lentinus edodes na fermentagdao
de polpa de maga e por Galiotou-Panayotou et al. (1997), que obtiveram 3,0 U/ml desta
enzima por Aspergillus niger, através de fermentagio submersa em meio contendo pectina de
citrus. A produ¢do méaxima de endo-poligalacturonase foi de 3,6 U/g (equivalente a 0,45
U/ml) e coincidiu com o tempo de maior produgdo de exo-poligalacturonase (4 dias). A
produ¢io da endo-poligalacturonase foi inferior aquela obtida por outras linhagens
microbianas relatadas na literatura. Soares et al. (2001) obtiveram cerca de 2,0 U/ml desta
enzima, produzida por Bacillus sp, através de fermentagdo em estado solido de farelo de trigo.
Teixeira er al. (2000) relataram a produgido desta enzima por Aspergillus japonicus, em meio
contendo diferentes fontes de carbono. A produgdo mdxima da endo-PG foi de 0,59 U/ml, em
meio contendo pectina a 1,0% e glicerol a 0,2%.

O fungo Thermoascus aurantiacus apresentou alta producdo de xilanase nas condigdes
estudadas. Apos 4 dias de fermentagdo a atividade foi de 416,7 U/g e, apds 10 dias, este valor
foi de 1288,8 U/g. Esta produgdo ¢ superior a encontrada em alguns relatos na literatura sobre
a producdo desta enzima por diferentes linhagens deste fungo. Grajek (1987) relatou a
produgdo de 96,7 U/g de xilanase por uma linhagem de Thermoascus aurantiacus, cultivado
em substrato composto por polpa de beterraba. Alam et al. (1994) obtiveram 843,0 U/g desta
enzima, produzida pela linhagem Thermoascus aurantiacus BJT 190, cultivada em farelo de
trigo. Por outro lado, a produgdo de xilanase obtida em nossos experimentos ¢ inferior a
relatada por Kalogeris er al. (1998), utilizando a linhagem Thermoascus aurantiacus IMI
216529 na fermentagio de diferentes residuos agro- industriais. A produg¢io médxima obtida foi
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de 6193,0 U/g, em meio composto por farelo de trigo, suplementado com (NH4);SO4 como
fonte de nitrogénio.

O fungo também apresentou alta producdo de carboximetilcelulase, nas condigdes
estudadas, sendo que a produgdo maxima foi de 6064,3 U/g (equivalente a 758 U/ml), apos 10
dias. Esta produ¢do € muito superior a relatada por Bahkali (1995), que obteve cerca de 25,0
U/ml desta enzima, produzida por Verticillium tricorpus. Com relagdo a produgdo de
avicelase, a atividade obtida em nossos experimentos (46,1 U/g, equivalente a 5,76 U/ml) é
inferior a relatada pelo mesmo autor, que obteve cerca de 25,0 U/ml desta enzima pelo fungo
Verticillium tricorpus.

Quanto a produgdo de ligninases, o fungo apresentou atividade de liginina-peroxidase e
manganés-peroxidase e ndo foi detectada atividade de hcase, nas condigdes estudadas. A
atividade maxima de manganés-peroxidase foi de 2619,0 U/g (equivalente a 346,0 U/ml).
apés 10 dias de fermentagdo. Segundo Niske er al. (2002), a produgio de manganes-
peroxidase por Nematoloma frowardii foi de 1,5 U/ml, apds 11 dias de fermentagdo em
lascas de madeira como substrato. A produgdo desta enzima pelo fungo Thermoscus
aurantiacus também ¢ muito superior a relatada para o fungo Phanerochaete chrysosporium.
que produziu 1,3 U/ml desta enzima em fermentagdo de farelo de trigo (Fujian er a/., 2001 ).

Com relagdo a lignina-peroxidase, a produ¢io maxima foi de 2769.0 U g (327,0 U/ml), apds
10 dias, muito superior a relatada por Fujian er al. (2001), que obtiveram produgdo de 2.7
U/ml desta enzima por Phanerochaete chrysosporium.

A atividade maxima de o-amilase foi obtida apds 10 dias de fermen:acdo (23,6 U/g). Estz
produgdo ¢ inferior a relatada por Rabalho (2002), que obteve 40,8 U g desia enzima pela
linhagem Mucor sp Al13-36 em fermentagio submersa de meio nutiente com residuo de
mandioca. No entanto, o fungo Thermoascus aurantiacus apresentou sigaificativa produc¢do
desta enzima nas condigdes estudadas, principalmente levando-se em consideragdo o faio de
que o substrato utilizado, composto por bagago de cana-de-agucar e bagago de laranja. nio
contém derivados de amido indutores de amilase, 0 que sugere a produgdo de amilase
constitutiva.

A producdo de pectinases, xilanase, carboximetilcelulase, «-amilase e ligninases
apresentada pelo fungo Thermoascus aurcntiacus no presente trabalho demonstra o alto
potencial desse fungo para a produgdo de diversas enzimas, as quais podem ser usadas em
diferentes processos industriais. Além disso. diferentes preparados enzimaiicos. com grande
potencial biotecnologico, podem ser obtidos.

2- Fracionamento da poligalacturonase
No fracionamento da poligalacturonase, foi conseguida uma boa recuperagio da enzima
(56,5%) apos esta ter sido submetida a liofilizagdo e a passagem pela coluna de cromatografia
de filtragio em gel Conforme pode ser visto na figura |, houve apenas um pico ¢z
poligalacturonase fracionada, o qual ocorreu no volume de elui¢do entre 204 ml e 294 ml.
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Atividade PG (U/ml’

Proteinas totais (mg)

42 78 114 150 186 222 258 294 330 366 402 438 474 510 546

Volume de elui¢io (ml)

Figura 1: Fracionamento da poligalacturonase produzida por Thermoascus
aurantiacus em cromatografia de filtragdo em gel. - o- Proteinas totais;
- Atividade PG.

CONCLUSOES

- O fungo Thermoascus aurantiacus apresentou uma boa produgdo das enzimas exo-
poligalacturonase, xilanase, carboximetilcelulase, lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e
a-amilase, o que demonstra o grande potencial biotecnologico deste microrganismo na
produgdo de diversas enzimas com potencial de uso industrial.

- No fracionamento da exo-poligalacturonase houve apenas um pico da enzima, sendo que
esta mostrou uma boa estabilidade a liofilizagdo e a passagem pela coluna de cromatografia

de filtragdo em gel.
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Samples of agricultural soil, tuberous root, compost pile, and animal manure
and scalding water from a plucking machine of a chicken abattoir were investigate
with respect to the isolation of thermophilic microorganism able to produce amylase
and glucoamylase. 339 thermophilic microorganism strains (326 bacteria, and 13
fungi) were isolated from 20 collecting which were able to grow on a medwmm starch as
the only carbon source. The most of strains (89.6%) produced a-amylase, when they
are cultivated on wheat bran. The presence of glucoamylase activity was less frequent
in submerged fermentation than that observed i solid-state fermentation (55.5%).
Among the strains studied 07 bacteria (Bacillus sp A4.1b, Bacillus sp A4.4-1, Bacillus
sp A4.5-2, Bacillus sp A4.7-1, Bacillus sp A13-8, Bacillus sp A4.4-f and Kurthia
gibsoni A11-4) present the highest productions of a-amylase activities. Cassava pulp

was a good alternative substrate for amylase production by these strains. Amylase

produced by Bacillus A4.,-f and Bacillus A44-b presented optimum activity at pH 6.5.

The optimum temperature for enzyme Bacillus A44-f was determined to be around 55-
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70°C and that one produced by Bacillus A41-b presented maximum activity at 65°C.
When maintained for 2h at 70°C, at 50% of original these amylolytic activities was
retained and 30% at 80°C. a-amylase produced by Bacillus A 44-f presented 100% of
initial activity after 2h at 50°C, 50% at 65°C and 10% at 80°C, after 2h

Enzymatic hydrolysis of starch involves five groups of amylases. The endoamylases (EC
3.2.1.1) cleave only the a-1,4 glycoside bonds in amylose, amylopectin and related polvsaccharides
releasing oligosaccharides of various lengths (Janecek 1997). With regard to exoamylases, currently
two types of them are important in starch hydrolysis. The glucogenic exoamylase (Glucoamyvlase EC
3.2.1.3) 1s generally from fungal origin and attacks a-1,4 linkages from the nonreducing end releasing
glucose molecules and may also hydrolyses the a-1,6 bonds but much more slowly than the a-1.4 The
maltogenic exoamylase (B-amylase EC 3.2.1.2) is generally of plant origin,. However 1ts existence as
an extracellular enzyme in Bacillus, Clostridium and Pseudomonas genus has been established. B-
amylase acts on the «-1,4 bonds from the nonreducing ends of outer starch chains or related
polysaccharides by gradual removal of maltose units (Guzman-Maldonato and Paredes-Lopez 1995).
Debranching enzymes comprise the pullulanase (EC 3.2.1.41) with specific action on a-1.6 linkages in
pullulan releasing products varying from 115 to 2300 glucose residues and isoamylase (EC 3 2.1.68)
that hydrolyses a-1,6 glycosidic linkages in amylopectin. Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase
EC 24.1.19) is an enzyme capable of hydrolyzing starch to a senes of nonreducing
cyclomaltooligosaccharides referred to as cyclodextrins (Vihinen and Mantsila 1989).

Thermophilic organisms grow optimally between 60 and 80°C and they don’t act well bellow
40°C (Vielli et al. 1996). Thermophilic and hyperthermophilic enzymes, witch are intrinsically stable
and active at high temperature, offer major biotechnological advantages than mesophilic or
psychrophilic enzymes. The most important advantages are: once expressed in mesophilic host, these
enzymes are easier to purify by a treatment; their thermostability is associated with a higher resistance

to chemical denaturants (such as a solvent or guanidium hydrochloride); performing enzymatic

reactions a high temperature allow higher substrate concentrations, lower viscosity, fewer risks of

microbial contaminations and higher reactions rates (Vielle and Zeikus 2001).
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Amylolytic enzymes with high levels of the thermostability have technological importance in
the production of sweeteners from starch. Elevated temperatures are required in the several steps of this
process due to poor stability of starch at low temperatures.

In this study it was presented data on the screening for the presence of amylase activity in
strains of thermophilic bacteria and fungi isolated from different materials. The effect of the carbon
source on a-amylase and glucoamylasse production by these microorganisms was examined, as well as

characteristics of some a-amylases were presented.

Material and Methods

Isolation of the microorganisms: 2g of samples from agricultural soil, tuberous root, compost pile,
and animal manure, and 2 ml of scalding water from a plucking machine of a chicken abattoir were
pooled and homogenized in sterile medium containing 1.0% of soluble starch; 0.14% of (NH,),SO.;
0.20% K;HPOy; 0.02% of MgS0,4.7H,0; 1.4mg/L ZnSO,4.7H,0; 2.0 mg/L CoCl,), pH 5.0. The mixture
was incubated at 55°C for 24 h and after, a loop of the homogenized one was then streaked onto the
same medium, containing agar 3.0% and incubate at 55°C for 72 h. All morphological contrasting
colonies were purified by repeated streaking. Pure cultures were sub-cultured onto slants media for
identification and enzymes studies. The genus identification was based on morphological and

biochemical characteristics. (Holt et al.1994).

Plate assay of starch depolimerizing: The medium was the same used for the isolation. Pure culture
was inoculated by puncturing on the medium and incubated for 24-48 h at 55°C. When the colonies
reached around 2.0 mm, iodine-potassium solution (iodine 0.03% and potassium iodine 0.3%) was

pored for detecting clearance zones.

Production of amylases on solid-state (SSF) and submerged fermentation (SmF):
Strains whose colonies presented largest clearing zones were used for enzyme production assay on
liquid and solid medium.

For SmF the carbon source were soluble starch (Synth), cassava pulp, which is consisted of a solid

waste from starch extraction process, and com bran obtained from germen extraction. 125 mL

Erlenmeyers flasks with 25 ml of medium containing 1.0% of carbon source; 0.14% of (NH4),SOy,
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.60% of K;HPOy; .20% of K;HPO, 0.01% of MgS0,4.7H,0, yeast extract 0.50%, peptone 0.20%, beef
extract 0.20%, pH 5.0 were inoculated with 2.0 mL of previously developed cultures. The fermentation
carried out in a rotary shaker at 100 rpm. At 24 h intervals the biomass was separated by centrifugation
at 10000g for 20 min. and the supernatant was used as crude enzyme to evaluate amylases activities.

For SSF the carbon source used were bran and residues described above. The fermentation was carried
out using 250 mL Erlenmeyer flask containing 5g of substrate and 10 mL of (NH,),SO; 1.0%, MgSO,
0.10% solution (67% of moisture) at the same conditions as described above. At 24 h intervals
fermented material was mixed with 40 mL distilled water, filtered at vacuum, and centrifuged. The

experiments were performed in duplicate with three repetitions and results were presented as means.

Enzyme activity measurements: The a-amylase activity was analyzed by the starch-iodine method at
60°C (Medda and Chandra 1980). The reaction mixture containing 0.9 mL of 0.3% (w/v) soluble starch
(Reagen) in 0.25 M acetate buffer pH 5.0, and 0.10 mL of crude enzyme solution was incubated at
60°C for 10 min. One unit of dextrinization activity (U) was defined as the amount of enzyme that
hydrolysis 1 mg of starch in 10 min in the assay conditions.

Glucoamylase activity was assayed at 60°C in reaction mixture containing 0.50 mL of diluted crude
enzyme solution and 0.5 mL of 0.50% starch in 0.25M acetate buffer pH 5.0. The glucose released was

estimated by the glucose oxidase/peroxidase assay (Bergmeyer and Bernt 1974). One unity of

enzymatic activity (U) was defined as the amount of enzyme that release 1 pmol of glucose released

per minute.

Enzyme characterization

Optimum pH and temperature for enzyme activity: The enzyme activity was determined at
55°C, at different pH values using as buffers sodium acetate (pH 3.0-5.0), citrate-phosphate (pH 5.0-
7.0), tris- HCI (pH 7.0-8.5) and glycine-NaOH (pH 8.5-11.0). The optimum temperature was assayed
by incubation of the reaction mixture in temperatures at 40-90°C.

Thermostability: A thin film of mineral oil prevent evaporation of the enzyme solution which
was incubated at different temperatures (10°C-95°C) for 2 h at pH 5.0. An aliquot was withdrawn and
placed on ice before assaying for residual amylase activity at optimum pH and temperature.

pH stability: Crude enzyme was dispersed (1:1) in 0.10 M buffer solutions pH 3.0-5.0 (sodium
acetate), pH 5.0-7.0 (citrate-phosphate), pH 7.0-8.5 (tris-HCI) and pH8.5-11.0 (glycine-Na-OH) and
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maintained at 25°C for 24h. An aliquot was used to determine the remaining activity at the pH

optimum and temperature.

Results

Selection of strains with amylolytic activity: 339 thermophilic microorganism strains (326 bacteria
and 13 fungi) were isolated from 20 collecting which were able to grow on a medium containing starch
as the only carbon source. These strains were tested for starch hydrolysis by plate assay. The strains
considered as good producers of starch depolymerizing enzymes were those that presented clear halos
around colonies of at least 0.5 cm (20), middling producers with halos between 0.2 to 0.4 cm (143) and

poor producers were those which amylolytic activity was restrict to colonies (176).

Production of amylase from strains on liquid (SmF) and solid medium (SSF): The strains 1solated

that demonstrated amylolytic activity beyond of the of the colonies when assayed by plate method (162
bacteria and 01 fungus) were cultivated for amylase and glucoamylase production by SSF for 48h using
wheat bran and by SmF for 24h using soluble starch as carbon source.

When cultivated on wheat bran the majority (89.6%) of strains produced a-amylase and
glucoamylase activities and 8.6% produced only a-amylase. In SSF which was present in 35.5% of

cultural media (Fig. 1).
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Figure 1- Production of a-amylase and glucoamylase by isolated m:crobial strains.
in SmF and SSF fermentation process The fermentations were carmed out for 24
hours, at 55°C, by using soluble starch (FmS) and wheat bran (SSF) as carbon
sources. Dex= dextrinization activity, Glu= glucoamyvlase acnvirv. full bar= SmF.
open bar= SSF

The studied strains showed considerable a-amylase production, reaching values as 200 nKat
mL™" in SmF, and 134 nKat mL" (or 1070 Ug"' of substrate) on SSF. For glucoamylase it was obtained
maximum values of 3.8 nKat mL"' in SmF and 5.0 nkat (or 40 nKat g""} on SSF (data not shown).

Among the strains studied 07 bacteria (Bacillus sp A4.1-b, Bacillus sp 4 4-1. Bactilus sp A4.5-2,
Bacillus sp 4.7-1, Bacillus sp Al13-8, Bacillus sp A4 4-f, and Kurthia gibsont A11-4) presented the
highest productions of a-amylase being selected for a next stage of expeniments.

In these experiments the enzyme production was studied for 120 h in SmF by using different
carbon sources (soluble starch, cassava pulp and com bran at 1%) and by SSF using wheat bran,
cassava pulp and corn bran as substrate.

In figure 2, the results obtained in SmF were presented as means (three repetitions with
duplicate) and indicated that the strain Bacillus sp A4.4-f showed the highest a-amylase production
(192 nKat mL™") for all the media used, at 24 h of fermentation. No significant difference was observed
between the quantities of enzyme obtained for this strain in function of the carbon source used. When
the fermentation process was SSF, the medium composed by cassava pulp afforded a higher a-amylase
by Bacillus sp A4.4-f which reached 317.3 nKat mL" or 2536 nKat g"' of substrate (Fig.3). On the

other hand, when wheat and com bran were used as substrates, the Bacillus sp A4.4-f presented the
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lower a-amylase production. In this medium, K. gibsoni, Bacillus A 4 4 and Bacillus sp Al13-8
produced their higher quantities of enzyme compared to cassava pulp and corn bran (Fig. 3B).
In these experiments the glucoamylase activity in fermentation medium was also studied (data

not show) and the results confirmed the presence of this enzyme in the cultivation media of all the

seven strains, although the detected activity to have been low (maximum of 4.2 nKat mL™ for Bacillus

sp A4.1-b, 3.0 nkat mL"! for Bacillus sp Ad4.4-i, 1.7 nKat mL" Bacillus sp A4.5-2, 2.5 nKat mL"!
Bacillus sp 4.7-1,4.2 nKat mL" Bacillus sp A13-8, 4.0 nKat mL™" Bacillus sp A4.4-f, and 1.7 nKat mL’

' Kurthia gibsoni A11-4).
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Figure 2- Effect of cultivation time in the a-amylase production by submerged fermentation. Bacillus sp A4,-b (-m-), Bacillus
sp Ady-f (-e-) Bacillus sp A13-8 (- A-),Bacillus sp Ad-i (- ¥ -),Bacillus sp Adr1 (-0-),Kurthia gibsoni all< (-+-),Bacillus sp
A5-2 (-x-). Carbon source: (A) soluble starch, (B) cassava pulp (C) com bran.
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Figure 3- Effect of cultivation time in the a-amylase production by solid state fermentation. Bacillus sp A4,-b (-m-),
Bacillus sp Ad,-f (-e-),Bacillus sp A13-8 (- A-)Bacillus sp Ad-i (- Y -),Bacillus sp Ady-1 (-0-),Kurthia gibsoni al1-4
(-+-),Bacillus sp A5-2 (-x-). Carbon source: (A) soluble starch, (B) cassava pulp (C) corn bran.
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Characterization of a-amylase: Characterization of the enzyme activities in the crude enzyme
solution obtained from Bacillus Ad,-b and Bacillus A 4,-f cultivation for 24 h on cassava pulp (FSS)
was carried out. a-amylase from both strains exhibited maximal activity at pH 6.5. enzyme from
Bacillus A 44-f presented 60.6% of maximum activity at pH 8.0 and 53.0% at pH 5.0 while amylase
from strain A 4,-b showed 80% this activity at pH 5.0, but only a 31.1% at pH 8.0 (Fig. 4A). As
illustrated in Fig. 4A, the amylases were 100% stable at pH values of 5.0-10.5 and maintained 80% of
its activity at pH 4.0 when in absence of substrate.

The optimum temperature for enzyme from Bacillus A 4,-f was determined to be around 55-
70°C, and it presented 50% of maximum activity at 80°C, while the enzvme produced by Bacillus Ad,-

b presented maximum activity at 65°C, retaining 40% of this activity at 75°C (Fig. 4B). When

maintained at temperature range 10-55°C for 2h in absence of substrate, the retained activities of

amylases from Bacillus A 4,-b were 100%. At 70°C, 50% of original these amylolytic activities was
retained and at 80°C, 30%. a-amylase produced by Baciius A 4:.-F was more sensitive to high
temperature when in absence of substrate, presenting 100% of initial activity at 50°C, 30% at 63°C and

10% at 80°C (Fig. 4B).
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Figure 4 — Effect of pH and temperature on activity and stability of a-amylase obtained by solid state
fermentation of cassava pulp. Square= Bacillus sp A4,-b; circle= Bacillus sp A4,-f ; open symbol=
stability in absence of substrate.
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Discussion

The Bacillus strains, although have not been identified to species level, constitute rods with
considerable morphological differences in size and length, besides of shape and position of the
endospores. The biochemical tests were not conclusive for identification of the species, however
indicated that the strains constitute different species. Further DNA-RNA hybridization studies and
16RNATr analyses are required to make this point clear knowledge.

Besides biotechnological important of isolation of thermophilic microorganisms we may
consider their importance regard to ecology, evolutional aspects and of biodiversity. Programs to select
new microorganisms for enzyme production are increasing around the world. Since the ability to
hydrolyze starch is widely distributed among thermophilic bacteria and the industrial interest in
thermostable amylases have led to isolation of these strains and characterization of their enzymes
(Canganella and Trovatelli 1995, Castro et al. 1999, Ben Ali et al. 1999, Stamford et al., 2001). The
diversity of amylolitic enzymes has been reported for thermophilic species of Bacillus, Clostridim and
Flaviodobacterium isolated from geothermally heated areas which were capable to produce a-amylase,
a-glucosidase and pullulanase (Canganella et al. 1994).

The newly isolated thermophilic strains showed potential for thermostable a-amylase
production as well in SmF as in SSF. Despite of extracellular glucoamylase production to be inherent
to fungi (Vihinen and Mintsila 1989, Arnensen ef al. 1998, Guzman-Maldonado and Paredes-Lopez,
1995), this enzyme was detected in the cultural medium of the most of bacteria in both fermentation

processes. However, the activity values were low when comparable to those described for fungi such as

Seytalidium thermophilum (3.6 U mL™), Thermomyces lanuginosus (1.0 U mL™") in similar conditions

(Cereia et al. 2000). Some authors described glucoamylase from thermophilic bacterial species such as
Bacillus stearothermophilus (Srivastava 1984), Clostridium acetobutylicum (Chojecki and Blaschek
1986), C. thermohydrosulfuricum (Hyun and Zeikus 1985), C. thermosaccharolyticum (Specka et al.
1991), Clostridium sp (Ohnishi et al. 1992). However, the comparison of enzyme levels produced by
different organisms is not straightforward since distinct culture conditions have been used.

Cassava pulp, the solid waste produced after starch extraction and containing a significant
proportion of starch granule and fiber (68% and 27% dry basis, respectively) (Sriroth et al. 2000), was
a good substrate for amylase production by bacterial strains studied. These data corroborated those of

lort et al. (1997) in study with Micrococcus luteus.
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Although there are wide possibilities for improving enzyme production by optimizing
fermentation conditions it was not within the scope of this study and additional experiments are
required. On the other hand, these results suggest the use of waste from starch processing as substrate
for obtainment of high added value bio-product may still contribute to the management of the
environment.

Since any biotechnological process is likely to be based on the use of crude or partially purified
enzymes, it is important to determine the optimal temperature and pH for activity and thermostability

under these conditions. a-amylases produced by Bacillus strains A4,-b and Ad44-f showed higher

temperature optimum for activity and thermal stability comparable to that from Bacillus subtillis

(Gerhartz, 1990), Thermus sp (Shaw et al. 1995), Thermosipho sp BI430 (Legin et al. 1997),
Nocardiopsis sp (Stamford et al2001), Bacillus sp WNI1 (Mamo and Gessesse 1999). These
properties are considerable to be very important for industrial starch liquefaction.

Optimum pH of two enzymes was 6.5, however, the activity detected at pH 5.0 was
considerable (80.0% of the maximum for amylase from strain A4,-b and 54.5% for enzyme produced
by strain A4,-f). Besides, these enzymes were stable over wide range pH values (4.0-10.5). Currently,
thermostable a-amylase used in industrial starch processing are not stable at lower pH values where
saccharification of liquefied starch is carried out. As a result, starch is liquefied around pH 7.0 and pH
of liquefied slurry is adjusted down to 4.2-4.5 for moves the pH closer to pH optimum for
saccharification (Mamo and Gessesse 1999). The use of liquefying amylases that are active and stable
around the saccharification pH is economically attractive.

In conclusion, the detection of a-amylase and glucoamylase in the medium of strain cultivation
at 55°C and the activities of their enzymes at 65-70°C suggest the potential of thermostable enzyme
production by those microorganisms. In addition, a higher enzyme production might be expected from
the cultivation of isolated strains under suitable conditions of enzyme inducer, at optimum pH and
temperature. In other respects, characteristics of these enzymes regard to pH and temperature stability

are attractive for industrial application.

Acknowledgements: The authors wish to thank the Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo

Paulo (FAPESP) for financial support.
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PRODUCTION OF THERMOSTABLE GLUCOAMYLASE BY NEWLY ISOLATED
Aspergillus flavus A 1.1 AND Thermomyces lanuginosus A 13.37.

Eleni Gomes; Simone Regina de Souza; Roseli Picolo Grandi; Roberto Da Silva

ABSTRACT

13 thermophilic fungi strains were isolated from agricultural soil, tuberous rot and compost samples.
Two strains were selected in function of their ability to produce considerable glucoamylase activity
and were identified as Aspergillus flavus Al.1 and Thermomyces lanuginosus A 13.37. The enzyme
production was influenced by the starch types used as carbon source. Cassava starch shown to be the
best substrate of glucoamylase production compared to starch for the both fungi. Enzymatic
activities were determined using as substrates 0.3% soluble starch, 0.3% maltose and 0.3% of starch
plus 0.1% maltose and data indicated that enzymes produced by A. flavus Al.l1 hydrolyzed
preferentially starch but also exhibited a significant maltase activity. The releasing higher glucose
quantities when the substrate used was a mixture of starch and maltose suggested this fungus
produced different enzymes. In case of enzymes from 7. lanuginosus A 13.37 the study of the
substrate specificity indicated that the enzyme was able to hydrolysis starch more efficiently than
maltose and there was not increase in the glucose liberation when a mixture of starch and maltose

was used as substrate, suggesting that only enzyme was secreted. Glucoamylases produced from A.
flavus Al.1 and T. lanuginous A.13-37 have high optima temperatures (65°C and 70°C) with good
thermostabilities in absence of substrate (maintained 50% of activity for 5 and 8 hours at 60°C,
respectively) and stability in a wide pH range. These results offer an attractive alternative source of
enzymes for industrial starch processing.

Key Words: Glucoamylase, a-glucosidase, Aspergillus, Thermomyces
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Introduction
The hydrolysis of starch occurs by action of enzymes that can be divided in endoamylases,

exoamylases and debranching amylases (26).

The endoamylases (EC 3.2.1.1) cleave a-1,4 glicosidic bonds in amylose, amylopectin and
related polysaccaride but not the a-1,6 linkages. The products of hydrolysis are oligosaccarides of

varying chain lengths and have a-configuration on the Ci of the reducing glucose unit produced (2).

The exoamylases act preferentially on o-1,4 linkages from the nonreducing end successively,
resulting on low molecular weight products. Currently two types of exoamylases are important in
starch hydrolysis: glucoamylase (EC 3.2.1.3) of fungal origin attacks «-1,4 bonds releasing D-
glucose molecules in the B-configuration. This enzyme also attacks a-1,6 bond at branching points
in the amylopectin molecule, but much more slowly than al,4 linkages; a-glucosidase (EC 3.2.1.20)
catalyze the splitting of a-D-glucosyl residues from the nonreducing end of substrates to release a-
glucose (6,9); B-amylase (EC 3.2.1.2) of plant or bacterial origin acts in an exo-fashion, from the
nonreducing ends of the outer chains of starch or related polysaccharides and proceeds by gradual
removal of maltose units in the B-anomeric form (15).

Debranching enzymes including pullulanase (EC 3.2.1.41) that have specific action on a-1,6
linkages in pullulan, starch, amylopectin and related oligosaccharide and isoamylase that (EC
3.2.1.68) hydrolyzes a-1,6 linkages in amylopectin, but has a very low activity or no activity toward
pullulan (11).

In industrial starch syrup production, the starch is liquefied at first stage at 105-107°C for 5-

15 min, followed by a second stage for 60-180 min. at 95-98°C. Thermostable a-amylase are used

for hydrolysis of starch in this liquefaction step. Upon completion of liquefaction, the slurry has to
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be cooled to 55-60°C before the saccharification step, since glucoamylase from Aspergillus niger

used in this stage is unstable at temperature above 60 °C (3).

High value is placed on the extreme thermostability and thermoactivity of amylases for use
in the bioprocessing of starch. Thus, for industrial purposes, highly thermostable and
environmentally compatible glucoamylases may be an important contribution to the starch

processing industry.

On the other hand, the discovery, isolation, and application of different amylolytic enzymes
resulted 1n the development of new hydrolyzed starch products and in a wide variety of syrup

property differences, which can be exploited in many applications (26).

The objectives of this study were to evaluate glucoamylase production in different
cultivation conditions from thermophilic fungi newly isolated and physico-chemical characterization

of this enzyme.

MATERIAL AND METHODS

Isolation and identification of microorganisms: 2.0g of samples of agricultural soil, tuberous root,
compost and animal manure were homogenized in sterile medium with pH 5.0 containing 1.0%
soluble starch; 0.14% (NH.)2SO4; 0.20% K,HPO4; 0.02% MgSO,; 7H.0; 1.60 mg/LL MnSO4.H:0;
1.40 mg/L ZnSO4.7H,0; 2.0 mg/L CoCl,. The mixture was incubated at 45°C for 24h and after that,

a loop of the homogenized culture was streaked onto surface of the same medium containing 3.0%

agar and incubated at 45 °C for 24 to 72h. All morphologically contrasting colonies were purified by

repeated streaking. Pure cultures were sub-cultures onto slants media for identification and enzyme
studies. The fungi identification was based on morphological and biochemical characteristics (12).

The stock cultures were maintained at 7°C on medium Potato Dextrose Agar (PDA).
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Production of amylases on submerged fermentation (SmF): 125mL Erlenmeyers flasks with
25mL of medium containing 1.0 % carbon source; 0.14 % (NH,)2SO4; 0.60 % K,HPO4; 0.20 %
KH;POy; 0.01 % MgSO, 7H,0, 0.50 % yeast extract, 0.20 % peptone, 0.20 % beef extract, pH 5.0
were inoculated with aliquots of micelial suspensions (approx. 5.0 mg/mL) of Thermomyces or
spores suspension (10° spores/mL) of Aspergillus, which were obtained from a 7-day agar slant
culture suspended in sterile 0.01% Tween 80 solution. The fermentation was carried out in a rotary
shaker at 100 rpm with time and temperature in according to described. The biomass was separated

by centrifugation at 10000g for 20 min. and the supernatant was used to evaluate amylase activities.

Effect of different carbon source, initial pH of the media and temperature of incubation on
enzyme production: Corn or cassava starch at 1.0 % was used as carbon sources. pH of the media
were adjusted to of 4.0, 5.0 or 6.0 and incubation temperatures were 40 or 45°C. The fermentation
was carried out in the rotary shaker at 100 rpm, for 96h. The experiment was developed in a
factorial design (2x3x2) with three repetitions. For statistical analysis (variance and Tukey text) was

used software Estat (Free).

Enzymes activity measurements: Enzyme activity was assayed at 60°C in a reaction mixture

containing 0.5 mL of diluted crude enzyme solution and 0.5 mL of substrate solution in 0.25M

sodium acetate buffer pH 5.0. Were used as substrates 0.3% soluble starch, 0.3 % maltose or
mixture of 0.3% soluble starch plus 0.1 % maltose (20). The amount of glucose released was
estimated by the peroxidade/glucose oxidase assay (2). One unit of enzymatic activity (U) was

defined as amount of enzyme that releases one pmol of glucose per minute.
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Enzyme characterization: Optimun pH and temperature for enzyme activity: The enzyme activity
was determined at 60 °C, at different pH values using as buffers sodium acetate (pH 3.0-5.0), citrate-
phosphate (pH 5.0-7.0), tris-HCI (pH 7.0-8.5) and glycine-NaOH (pH 8.5-11.0). The optimum

temperature was assayed by incubation of the reaction mixture at 40-90 °C.

Thermostability: A thin of mineral oil prevented evaporation of the enzyme solution which
was incubated at different temperatures (10 °C-90 °C) for lh at pH 5.0. Another experiment was

carried out to assay the enzyme stability at 60 °C. The enzyme solution was maintained at this
temperature for a period of 9h. In both assays an aliquot was withdrawn and placed on ice before

assaying for residual enzyme activity at optimum pH and temperature.

pH stability: Crude enzyme was dispersed (1:1) in 0.1M buffer solutions pH 3.0-5.0 (sodium
acetate), pH 5.0-7.0 (citrate-phosphate), pH 7.0-8.5 (tris-HCI) and pH 8.5-11.0 (glycine-NaOH) and
maintained at 25°C for 24h. An aliquot was used to determine the remaining activity at the optimum

pH and temperature.

RESULTS AND DISCUSSION

Selection of strains with amylolytic activity: Among 13 thermophilic fungi isolated from 20
collecting (200 samples), two strains were selected in function of their ability to grow on a liquid
medium containing starch as the only carbon source, at 45 °C and to produce considerable
glucoamylase activity. These strains were identified as Aspergillus flavus Al.1 and Thermomyces

lanuginosus A13.37.

Effect of carbon source, initial of the media and temperature of incubation on the

glucoamylase production in submerged fermentation: The starch types used as carbon source
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influenced the glucoamylase production by A. flavus Al.l, which was higher (with statistical
significance at 1% level) in media containing cassava starch compared to corn starch (Fig. la-f). Not
statistical difference was observed on enzyme synthesis by 7. lanuginosus A13-37 on both carbon
sources, but can be observed that enzyme activity was higher in the medium containing cassava
starch (Fig 2a-f). Since there are differences in the amylose and amylopectin composition and
quantities of lipids of both starch (corn starch has approximately 28 % amylose, 72 % amylopectin
and 6.0 % lipids while cassava starch has approximately 17 % amylose, 83 % amylopectin and 0.1
% lipids (4), the results suggest that the composition and differences in the molecular structure of
the starch could be affected the enzyme induction. Cruz et al. (8) observed that the ability of
Rhizopus sp to produce amylolytic enzymes that release reducing units was higher when carbon
source was amylose as compared to amylopectin, and that corn amylose was better inducer of

enzyme than its homologous from potatoes.

Analysis of Figure 1 indicated that enzymes synthesis from 4. flavus Al.1 growth on cassava
starch was significantly higher when initial pH of the culture medium was 6.0 (5% level by Tukey
test). However the enzyme activity was higher when the initial of the culture medium was pH 4.0 as
compared with pH 5.0 (Fig lc to 1f). This data indicating that two forms of enzymes could be
produced. Enzyme synthesis by 7. lanuginosus A.13.37 was higher at pH 5.0 and 6.0, as compared

with pH 4.0 for both substrates.

Considering that microorganisms growth was not affected significantly by pH of the media

(data not shown) the effect of pH can be related with regulatory mechanisms of enzymatic synthesis.

A similar effect of pH on production and secretion of glucoamylase by 4. niger was described by
Wallis et al (28). They demonstrated that GA production was higher at pH 4.0 than at pH 5.5. Since
enzyme activity was dissociated of biomass production, the authors speculated that pH and the high

level of gluconic acid produced at this higher pH are controlling some aspect of enzyme production.
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Characterization of the pH signal of transduction pathway on A. nidulans has been completed at the
molecular genetic level, although the biochemical functions of the proteins involved have yet to be

elucidated (17;24).

In relation to temperature of incubation, not significant differences were detected on the
enzyme synthesis when fermentation was carried out at 40 or 45 °C, according to statistical analysis,

although higher activities were observed in some assays at 40 °C (Figs. 1 and 2).

In this experiment, the enzymatic activities were determined using as substrates 0.3 %
soluble starch, 0.3 % maltose or 0.3 % of starch plus 0.1 % maltose. The results shown in Fig. |
indicated that the enzymes produced by A. flavus Al.l hydrolyzed preferentially starch
(significantly 1 % level) and exhibited a low maltase activity. On the other hand crude enzyme
released the highest glucose quantities when the substrate used was mixture of starch and maltose as

compared with starch alone (Fig. le, If).

In case of enzymes from 7. lanuginosus A 13.37 the data of Fig.2 indicate that the enzyme
was able to hydrolyze starch more efficiently than maltose, but differently of enzyme from 4. flavus,
its activity on maltose was considerable. There was not increase in the glucose liberation when a

mixture of starch and maltose was used as substrate.

Although a- glucosidade and glucoamylase are essentially differentiated by the anomer type
products, that is, a-glucosidase produce a-glucose and glucoamylase, B-glucose (6), according Saha

and Zeikus (20) the a-glucosidase activity can be determined in the presence of glucoamylase by

comparing the results of enzyme incubation with starch or with starch plus maltose. The higher yield

of glucose from the second substrate gives evidence of the presence of a-glucosidase. In this way,
the results indicated that both glucoamylase and a-glucosidase could be secreted in the cultivation

media of A. flavus. The presence of both enzymes was reported in cultivation media of A. awamori,
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A. niger and A. oryzae (24) and was determined that a-glucosidase these fungi hydrolyses malto and
malto-oligosaccharides but hydrolyses starch soluble very slowly, while glucoamylase is a starch-

hydrolase capable of also degrading starch (21, 6).

On the other hand Tosi et al (25) have been reported that a purified glucoamylase from .
grisea showed considerable maltase activity, however with different pH optimum, effect of
temperature and also activation energy for activity on starch and on maltose. Similar characteristics
were described for glucoamylase from Scytalidium thermophilum (5). This glucoamylase
characteristic have been attributed to the existence of a common catalytic site for starch and maltose
hydrolysis but specialized subsites for each of these substrates. The presence of various subsites in
was also determined for a-glucosidase from Mucor javanicus and A. niger. M. javanicus o-
glucosidase has high activity on maltooligosaccharide and on soluble starch. This enzyme
hydrolyses maltose and soluble starch at a single active site and has six subsites, which are more
extend than other subsites described. This extended subsite structure could bind maltoligosaccharide
on the bond-cleavage site, however, the smallest substrate, maltose, would be bound in a non-
productive from and hydrolyses slowly as compared with larger maltooligosaccharide (22). In a-
glucosidase from A. niger three subsites has been determined which hydrolyses preferentially
maltooligosaccharide and maltose and hydrolyses soluble starch slightly (14).This difference in

substrate specificity is due to subsite structure (21)

Our results support that A. flavus produce two different enzymes while 7. lanuginosus seems

produce one enzyme with preference to soluble starch, but not is possible to infer if it is a

glucoamylase or a-glucosidase. Further investigations are required.
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Enzyme characterization: Characterization of the glucoamylase activities in the crude filtrates
obtained from Aspergillus flavus and Thermomyces lanuginosus cultivation was carried out. The
enzyme from A. flavus exhibited maximum activity at pH 4.0. Approximately 86 % of this activity
was observed at pH 3.5 and 57 % at pH 7.0, indicating a enzyme with activity in a wide pH range

(Fig. 3a). The enzyme presented optimum activity at 65°C and 40 % of this activity at 70°C.

Enzyme from 7. lanuginosus showed maximum activity at pH 4.5 and presented 67 % of
this activity at pH 4.0 and at 5.5 (Fig. 3a). Optimum temperature for its activity was determined to

be 70°C and the enzyme showed 67 % of maximum activity at 75°C (Fig. 3b).

As illustrated in Fig 3a, enzyme from Aspergillus was stable in the wide pH range, with
100% of stability at values of 5.0-9.0 and maintained 80% of this activity at pH 3.0 and 90% at pH
10.0. Glucoamylase from Thermomyces was more stable at pH 7.0-8.0, maintained 55 % of its

activity at pH 3.0 and 75% at pH 10.0.

Enzyme produced by Aspergillus lost only 20% of the initial activity after 1h at 60°C with
total inactivation at 80°C, while glucoamylase from Zhermomyces showed activation of 30 % in
relation to original activity after to be maintained at 50°C for 1h. After 1h at 60°C, the activity of

enzyme was 20% higher than initial activity.

The thermostability of enzymes at 60°C was high. The retained activities of enzyme from

Aspergillus were 85% after 1h and 45% after 7h at this temperature. The glucoamylase produced by

Thermomyces increase its activity (20 %) when maintained for 1h at 60°C. After 8h at 60°C, 55% of

the initial activity was observed (Fig. 3c).

The optimum pH found for Aspergillus glucoamylase is comparable to those from other
Aspergillus species which have optimum active at pH value between 4.0-5.5 such as enzymes from

A. terreus and A. tamari (pH 4.0) and A. niger (pH 5.0) (10; 1; 16). However, for Thermomyces
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species have been described glucoamylases which neutral pH optimum such as glucoamylases from

H. grisea (pH6.0) and H. lanuginosus (pH 6.6) (24 :5).

In comparison, the enzymes differed in terms of their thermal stabilities and optimum
temperatures (65 and 70°C) regarding of several fungal mesophilic species whose optimum
temperature are between 40 and 50°C, i.e. glucoamylase from Aspergillus and Rhizopus strains
which is described as susceptible to denaturation in temperatures above 60°C (13; 23). The enzymes
were similar to glucoamylases from thermophilic fungi such as Talaromyces duponte, Thermomyces
lanuginosus and H. grisea that present temperatures optima at 75°C, 70°C and 60°C, respectively

(18; 19).

Since any industrial process is based on the use of crude or partially purified enzymes, it is
important to determinate the optimum temperature for activity and thermostability under these
conditions. Although o-amylase used in the commercial production of sugar syrups from starch are
sufficiently stable at the high operating temperatures of reactor, the enzymes employed for
saccharitification and for debranching of amylopectin are more thermolabile. Thus, glucoamylases

with grater thermostability and higher activity temperatures are required.

Besides, thermostability, the stability and activity in a wide pH range are important
properties of the enzymes from strains studied in this work. For saccharification, the pH of the
liquefied slurry is adjusted down to 4.2-4.5 for moves the pH closer to pH optimum for Aspergillus

niger GA. Use of enzymes with these characteristic in relation to pH eliminates the adjust pH step.

In conclusion, glucoamylases produced from A. flavus Al.l and T. lanuginosus A.13-37

have high optima temperatures (65°C and 70°C) with good thermostability in absence of substrate

(maintained 50% of activity for 5 and 8 hours at 60°C, respectively) and stabilities in a wide pH

AVA
AVAYEY

2 3 4 9 6 7 8unespw 12 13 14 15 16 17 18 19



Capitulo 111

range. These results offer an attractive alternative source of enzymes for industrial supply in starch

processing.
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RESUMO
Entre 13 linhagens de fungos filamentosos isolados a partir de amostras de solo agricola, tubérculos

e de material em compostagem, duas foram selecionadas em fun¢do da capacidade de crescer em
meio liquido contendo amido como unica fonte de carbono, a 45°C, e produzir consideraveis
quantidades de glucoamilase. Essas linhagens foram identificadas como Aspergillus flavus Al.l e
Thermomyces lanuginosus A13.37. O tipo de amido usado como fonte de carbono para o cultivo dos
fungos, influenciou significativamente a produgio de glucoamilase por A. flavus, sendo obtida uma
maior quantidade da enzima em meio contendo amido de mandioca do que em meio com amido de
milho. A produgdo da enzima por 7. lanuginosus, também foi maior em meio contendo amido de
mandioca, porém, a diferenga ndo foi estatisticamente significativa. As atividades enzimaticas sobre
amido (0,3%), maltose (0,3%) ou sobre mistura de 0,3% de amido com 0,1% de maltose, indicaram
que as enzimas de Aspergillus hidrolisaram, preferencialmente, o amido, embora tenham mostrado
atividade consideravel sobre a maltose. A maior liberagdo de glicose a partir da mistura de
substratos sugeriu que o fungo em questdo possa secretar dois tipos diferentes de enzymas. Enzimas
produzidas por 7. lanuginosus hidrolisaram o amido ¢ a maltose € ndo liberaram maiores teorcs de
glicose quando o substrato constou de mistura de amido e maltose. As enzimas de Aspergillus ¢
Thermomyces apresentaram elevadas temperaturas 6timas de atividade (65 e 70°C, respectivamente)
com boa termoestabilidade em auséncia de substrato (manutengdo de 50% da atividade por 5 ¢ 8 h

respectivamente), além de estabilidade em ampla faixa de pH. Os resultados apresentados indicam

uma importante fonte alternativa de glucoamilase para uso no processamento industrial de amido.

Palavras —Chave: Glicoamilase, a-glicosidase, Aspergillus, Thermomyces.
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Figure 1: Eﬂ_‘ect of pH, temperature and carbon source on the glucoamylase production by Aspergillus flavus
Al.l dcterm_mcd with 0.3% starch (a, b), 0.3% maltose (c, d) and 0.3% starch plus 0.1% maltose (e, f).
Culture media were supplemented with 1% cormn starch (a, ¢, e) or 1% cassava starch (b, d, f)
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Figure 2: Effect of pH, temperature and carbon source on the glucoamylase production by Thermomyces
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