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Resumo

RESUMO

As enzimas pectinoliticas degradam as substancias pécticas e s&o utilizadas
na clarificacdo de sucos e vinhos. Dentre elas destacam-se a poligalacturonase
(PG), pectina-esterase (PE) e pectina-liase (PL). Estas enzimas foram produzidas
em fermentacdo submersa utilizando os microrganismos Aspergillus niger NRRL-
3122, Humicola grisea CCT-2664, Penicillium italicum 1Z-1584 e Pichia canadensis
CCT-2636 em 3 diferentes meios de cultura (contendo pectina, pectina e sacarose
e pectina e glicose). A. niger produziu maiores atividades de exo-PG (0,73 U/mL
em meio contendo sacarose) e de endo-PG (56,83 U/mL em meio contendo
glicose), ja a PL foi produzida com maior atividade em meio contendo glicose
(0,210 U/mL) utilizando-se P. canadensis e PE em meio contendo apenas pectina
como fonte de carbono (0,076 U/mL) utilizando-se H. grisea. Sistemas aquosos
bifasicos (SAB) sdo empregados no processo de purificagéo e fracionamento de
enzimas. Foram formados sistemas Polietileno glicol (PEG)ffosfato de potassio,
PEG/citrato de sbédio e PEG/maltodextrina usando-se enzimas comerciais e
enzimas produzidas através de fermentacdo com A. niger, estudou-se 0O efeito da
massa molecular do PEG e da adicéo de NaCl sobre o fator de purificacéo (FP)
em cada fase, a recuperacéo (R) em cada fase e o coeficiente de particao (K) das
enzimas em SAB. Os sistemas com a enzima comercial apresentaram maiores FP
em sistema PEGffosfato na fase de topo, rica em PEG, sem adic&o de NaCl para
PEG de alta massa molecular: PEG-8000 (exo-PG com FP= 16,64 vezes, R=
49.1% e K= 1,14) e PEG-10000 (PE com FP=14,27 vezes, R=49,1% e K=1,14; PL
com FP=14.27 vezes. R= 42,3% e K= 0,86 e endo-PG com FP= 16,28 vezes, R=
53,5% e K= 0,18). Utilizando-se o caldo de cultura fermentado obteve-se melhores
resultados com adigao de NaCl em sistemas PEG/citrato com PEG-3350 (PL com
FP=13,61 vezes, R= 69,3% e K=1,93; exo-PG com FP=10,52 vezes, R= 53.6% e
K= 0,98) e com PEG-10000 (endo-PG com FP= 4,41 vezes, R= 51,3% e K= 0,55)
e sem adicdo de NaCl com PEG-3350 (PE com FP= 6,31 vezes, R= 47 9% e K=
0,62).
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Summary

SUMMARY

Pectinoliticas enzymes degrade molecules of pectic substances and are
used to clear juices and wines. Among them we stand out poligalacturonase (PG),
pectinesterase (PE) and pectinlyase (PL). These enzymes have been produced by
submerged fermentation using Aspergillus niger NRRL-3122, Humicola grisea
CCT-2664, Penicillium italicum 1Z-1584 and Pichia canadensis CCT-2636
microrganisms in 3 different culture media (containing pectin, pectin and sucrose
and pectin and glucose). Aspergillus niger has produced the best activities of exo-
PG (0.73 U/mL in medium containing sucrose) and of endo-PG (56.83 U/mL in
medium containing glucose). PL, through, has been produced better in medium
containing glucose (0.210 U/mL) using P. canadensis and PE in medium
containing just pectin as carbon source (0.076 U/mL) using H. grisea. Aqueous
two-phase systems are used in the process of purifcation and fragmentation of
enzymes. There has been formed PEG/phosphate, PEG/citrate and
PEG/maltodextrin systems using commercial enzymes and produced by A. niger
observing the effect of molecular weight of PEG and in addition of NaCl in the
purification factor (FP), yield (R) and partition coefficient (K). The commercial
enzyme systems have presented more FP in the upper phase without addition of
NaCl in PEG/phosphate system with a high molecular PEG weight: PEG-8000
(exo-PG with FP = 16.64 times, R = 49,1% and K = 1.14) and PEG-10000 (PE with
FP=14.27 times, R = 49,1% and K=1,14; PL with FP=14,27 times, R = 42,3% and
K = 0.86 and endo-PG with FP = 16.28 times, R = 53,5% and K = 0.18). Using the
fermented broth of culture there has been better results in addition of NaCl in the
systems PEG/citrato with PEG-3350 (PL with FP=13,61 times, R = 69,3% and
K=1,93: exo-PG with FP=10,52 times, R = 53,6% and K = 0.98) and with PEG-
10000 (endo-PG with FP = 4,41 times, R = 51,3% and K = 0.55) and without
addition of NaCl with PEG-3350 (PE with FP = 6,31 times, R = 47,9% and K =
0.62).
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Introducéo

INTRODUGAO

As enzimas sao catalisadores biolégicos produzidos por células vivas,
formadas por aminodacidos unidos por ligagbes peptidicas. Tém a propriedade de
acelerar as reacdes quimicas vitais destes microrganismos, que de outra maneira
ocorreria de forma bastante lenta. Uma vez sintetizada, a enzima pode atuar
independentemente da célula. Portanto, podem ser utilizadas para outras
finalidades em diversos setores.

A utilizagao industrial de enzimas aumentou rapidamente nos ultimos anos,
porém a busca de novas estratégias para produgao, obtengdo de novas enzimas
esta apenas iniciando. O grande sucesso da aplicagéo destes biocatalizadores
esta relacionado com a sua eficiéncia, preciséo e com sua agdo em condicoes
ambientes.

Dentre os varios tipos de enzimas pode-se destacar as enzimas
pectinoliticas, responsaveis pela quebra das substancias pécticas. Estas
substancias encontram-se em todos os tipos de frutas e bagas e atuam como uma
espécie de cola unindo as fibras. Nas frutas verdes, a pectina encontra-se na sua
forma insolivel e é responsavel pela firmeza do fruto. No processo de
amadurecimento, as enzimas pectinoliticas s&o produzidas pra promover a
transformacao da protopectina em pectina, seguida da sua degradacao para que a
textura da fruta torne-se branda. As enzimas pectinoliticas podem ser classificadas
de acordo com o seu atagque as substancias pécticas, s&o hidrolases
(poligalacturonase) liases (pectina-liase) e esterases (pectina-esterase). A
principal aplicagdo industrial destas enzimas encontra-se no ramo alimenticio na

extragdo de sucos, reducdo de viscosidade de sucos concentrados, quebra de
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emulsao de dleo essencial que se forma apos a extracéo do suco, clarificagdo de
vinhos e na industria téxtil como agente degomante de fibras.

Varios microrganismos tém a capacidade de produzir estas enzimas,
entretanto, os fungos, principalmente o Aspergillus niger tém maior utilizacdo
industrial. Por serem enzimas de acdo extracelular, sdo langadas no caldo de
fermentacéo onde estdo presentes diversas outras enzimas e biomoléculas. Por
Isso o emprego destas enzimas na industria de alimentos esta vinculado a sua
pureza. Assim teécnicas de purificagdo precisam ser aplicadas ao caldo
fermentado.

Os métodos de purificagdo de enzimas requerem uma sequéncia de passos
que sado responsaveis pelo alto custo de produgdo. As principais técnicas de
purificagé&o sé&o a precipitacao, dialise e varios tipos de cromatografias. Uma nova
técnica que vem sendo empregada na purificacdo de proteinas e, recentemente,
na purificacdo de enzimas é a extragdo liquido-liquido através de sistemas
aquosos bifasicos.

Os sistemas aquosos bifasicos s&o formados por polimero/polimero ou
polimero/sal incompativeis que geram duas fases. Dentre os principais
constituintes do sistema encontram-se o polietileno glicol (PEG) com diferentes
massas moleculares, dextrana (que vem sendo substituida devido ao seu alto
preco) e sais como fosfato de potassio e citrato de sddio. Recentemente, vem
sendo relatado na literatura, o uso de sistemas bifasicos com a utilizacao de
maltodextrina. Estes sistemas apresentam inimeras vantagens de utilizagdo como
0 baixo custo do processo, simplicidade de operacéo, facilidade de ampliacdo de
escala e baixa tendéncia de desnaturacdo das biomoléculas devido ao alto teor de
agua na formacéo das fases. No processo, os principais fatores que afetam a
particdo dos biocompostos sdo o pH, temperatura, massa molecular dos polimeros
e adigao de eletrolitos. A eficiéncia do processo é avaliada através do coeficiente
de particéo, da recuperacéo e do fator de purificagdo do composto de interesse.
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OBJETIVOS

No presente trabalho teve-se como objetivos principais:

Determinar o melhor microrganismo e meio de cultura, dentre os estudados,
para a produgao de enzimas pectinoliticas por fermentacao submersa.

Determinar os coeficientes de particdo, recuperagoes e fatores de purificagao
para as enzimas pectinoliticas contidas em complexos multienzimaticos comerciais e
em caldo fermentado, estudando-se os efeitos da massa molecular do PEG (400,
600, 1000, 1450, 3350, 8000 e 10000 Da) e da adigdo de cloreto de sodio aos

sistemas PEG/fosfato de potassio, PEG/citrato de sédio e PEG/maltodextrina.



Capitulo 1: Revisado Bibliografica

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



Capitulo 1: Revisdo Bibliografica

1.1. SUBSTANCIAS PECTICAS

Os vegetais possuem um conjunto de compostos denominados substancias
pécticas. Elas sdo encontradas nas paredes celulares e nas lamelas médias
(espaco intercelular) e atuam como uma espécie de cola unindo as paredes
celulares, portanto tém como principal funcéo biolégica fornecer o carater
estrutural aos vegetais (Novo Nordisk, 1995; Naidu & Panda, 1999).

As substancias pécticas sdo polissacarideos acidos de alta massa molecular
formados por uma grande quantidade de unidades de acido galacturdnico anidro.
Os grupamentos carboxila podem ser esterificados por grupos metila e ainda ser
parcial ou totalmente neutralizados por uma ou mais bases (Sakai et alii, 1979).
Estas substancias formam um grupo heterogéneo de derivados de carboidratos
coloidais. A pectina, por exemplo, possui cerca de 2-4% de raminose unidos por
ligagdes B-1,2 e varios residuos de arabinose, galactose e B-xilose (Kapoor et alii,
2000).

Alguns termos sdo utilizados para denominar tais substancias (Whitaker,
1990, Sakai et alii, 1979).

Protopectinas: Nas frutas verdes as substancias pécticas encontram-se na
sua forma insolivel em &gua. Elas sdo denominadas protopectina e sao
responsaveis pela firmeza do fruto. A insolubilidade da protopectina & devida ao
tamanho do polimero e das ligacdes com cations ou outros polissacarideos. Sob
determinadas condigdes de hidrolise formam pectina e acido pectinico.

Acidos pectinicos: S&o acidos poligalacturénicos coloidais contendo menos
que 75% de grupos metil-ésteres. S3o capazes de formar géis com acucares e
acidos sob condi¢bes adequadas.

Pectinatos: Geralmente denominado de pectina (Figura 1.1), s&o os sais
acidos e normais do acido pectinico.

Acidos pécticos: Sao acidos poligalacturénicos coloidais completamente
livres de grupamentos metil-ésteres.

Pectatos: S&o os sais acidos e normais do acido péctico.
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A massa molecular apresentada pelas substancias pécticas é bastante
ampla, depende da forma como foi produzida ou extraida, do grau de esterificacéo
e da acetilacdo e da quantidade, do tipo e da distribuicdo dos compostos
formados. Pode-se encontrar estas substancias pécticas com massa molecular
entre 30 e 300 kDa (Rombouts & Pilnik, 1978; Sakai et alii, 1979).

Figura 1.1: Estrutura detalhada da molécula de pectina (Sakai et alii, 1979).

Elas sdo sintetizadas nos estagios iniciais de desenvolvimento dos vegetais e
sua concentracé@o varia de acordo com o tipo (Tabela 1.1), variedade e grau de
maturacdo destes vegetais.

O grau de metilagdo varia de acordo com o vegetal do qual a substancia
péctica foi extraida. A pectina de maga apresenta 50 a 80% de esterificacao, ja as
de frutas citricas possuem 45 a 60%. As substancias pécticas sdo soluveis em
agua, dimetilsulfoxidos, formamida e glicerol aquecido e s&o insoluveis na maioria
dos solventes organicos. Portanto, podem ser precipitadas através da adicao de
solventes misciveis em agua, de polimeros basicos soluveis em agua ou de
céations polivalentes. Os materiais pécticos sdo mais estaveis na faixa de pH 3 a 4
e fora desta faixa, ocorre degradacio quimica. Sob temperatura baixa prevalece a
hidrélise das ligacdes ésteres com pequena degradagédo do polimero (Fogarty &
Ward, 1974; MacMillan & Sheiman, 1974).
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Tabela 1.1: Teor de pectina em vegetais.

Fonte Substéancias pécticas Pectina
(%)° (%)°
Tomate 24-46 0,2-0,5
Morango 06-0,7 06-0,7
Péssego 01-09 03-12
Uva - 0,2-1,0
Péra 09-14 0,5-08
Banana 0,7-1,2 0,7-12
Lima - 3,0-40
Limao (semente) - 6.0
Lim&o (casca) - 32,0
Limé&o (polpa) - 25,0

Fonte: ® Sakai et alii (1979), ° Fogarty & Ward (1974)

1.2. ENZIMAS PECTINOLITICAS

Sao enzimas capazes de degradar os poliuronideos das moléculas das
substancias pécticas e estdo envolvidas nos processos fisiolégicos e patoldgicos
dos vegetais. As enzimas sdo produzidas por plantas, insetos, nematoides,
protozoarios, fungos, leveduras e bactérias (Kumar & Palanivelu, 1998; MacMillan
& Sheiman, 1974).

As pectinases séo classificadas de acordo com a atuacdo sobre as
substancias pécticas, dividindo-se em dois grupos principais: esterases e
despolimerases. As esterases atuam sobre o grupamento metil-éster
desesterificando a pectina por hidrélise. As despolimerases quebram as ligacdes
glicosidicas a-1,4 da cadeia principal. Esta despolimerizacéo ocorre por hidrélise
ou transeliminacdo (B-eliminagéo), de tal forma que as enzimas podem ser
classificadas em hidrolases e liases, que se subdividem conforme a preferéncia
pelo substrato ou forma de acdo (Fogarty & Kelly, 1979). A Tabela 1.2 ilustra a

classificagdo.
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Tabela 1.2: Classificacdo das enzimas pectinoliticas.
Esterases

Pectina-esterase (PE)
Despolimerases
Com atuagéao sobre a pectina
Polimetilgalacturonase (PMG): Endo-PMG e Exo-PMG
Polimetilgalacturonato liase (PML): Endo-PML e Exo-PML
Com atuacao sobre o acido péctico
Poligalacturonase (PG): Endo-PG e Exo-PG
Poligalacturonato liase (PL): Endo-PL e Exo-PL
(Fonte: Fogarty & Kelly, 1979).

As pectinases s@o encontradas em diversas plantas, particularmente nos
frutos, catalisando as alteracbes das substancias pécticas, cujas enzimas mais
encontradas s&o as PG e PE. J& os microrganismos, produzem mais facilmente a
PL, PG e PE (bactérias), sendo que nos fungos a endo-PG € a enzima de maior
ocorréncia (Fogarty & Ward, 1974).

Abaixo segue uma descri¢ido das caracteristicas de cada uma das enzimas
pectinoliticas.

Pectina-esterase (PE) (EC 3.1.1.1.11): hidrolisa a pectina removendo o grupo
metoxilico da unidade do acido D-galacturdnico, proporcionando assim sua
desesterificacdo (Figura 1.2). A depender da intensidade da hidrolise produz acido
pectinico, &cido péctico e também metanol. O pH otimo da PE fungica € menor
que o da bacteriana e o daquela produzida por vegetais, situa-se na faixa de 3,5 a
7.5. Sua sintese pode ser reprimida por glicose (Whitaker, 1990). Nos frutos
apresentam grande atividade no inicio do amadurecimento, seguido de uma queda
acentuada apds a colheita até uma perda de atividade a partir do décimo dia
(Faria et alii, 1994).

Polimetilgalacturonase (PMG): sua existéncia tem sido discutida por alguns
pesquisadores. Entretanto Fogarty & Ward (1974) relataram a existéncia de duas
fracbes de endo-PMG, uma com pH 6timo 4 e outra 7, ambas hidrolisando pectina
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altamente esterificada. Riou et ali (1990) produziram exo-PMG, com massa
molecular de 140 kDa, utilizando Sclerotinia sclerotiorum. Na fermentacdo a
condigao étima de produgéo foi obtida a pH 5 e temperatura de 45°C. Nas frutas
as poligalacturonase apresentam atividade praticamente nula no estégio verde

maturo, aumentando a atividade com o tempo (Faria et afii, 1994).
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Figura 1.2: Mecanismo de ag&o da pectina-esterase. Fonte: Whitaker (1990).

Poligalacturonase (PG): dividem-se em endo (EC 3.2.1.15) e exo-PG (EC
3.2.1.67) e atuam especificamente em acido péctico. As endo-PG caracterizam-se
pela forte redugdo da viscosidade (50%) da solucéo de pectina e por uma baixa
producédo de grupos redutores (1-3%) (Schwann et alii, 1997). Para Fogarty &
Ward (1974), as endo-PG tém a capacidade de hidrolisar ligacées glicosidicas
internas  dos poligalacturonatos de uma forma randémica, produzindo,
primeiramente, uma série de oligogalacturonatos e depois mono e
digalacturonatos dependendo do tempo de agdo da enzima (Figura 1.3). O pH
otimo esta, geralmente, entre 4,0 e 5,5, a temperatura 6tima entre 30 e 40°C, a
massa molecular entre 30 e 50 kDa, o ponto isoelétrico entre 3,8 e 7,6 e 0 Km
(constante de Mikaelis-Menten) entre 0,14 e 2,7 mg/mL para pectato. Tais
variagdes decorrem das fontes de extragdo (plantas e microrganismos) e sua
atividade é influenciada pela presenca de ions Ca™. As exo-PG dividem-se em

exo-PG1 e exo-PG2, produzem como hidrolisado o acido monogalacturénico e o

10
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digalacturdnico, respectivamente (Whitaker, 1990). Segundo Schwann ef alii
(1997) para que a exo-PG reduza a viscosidade de maneira semelhante a endo-

PG é necessario que ela consiga hidrolisar mais de 20% das ligagdes glicosidicas.
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H
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KO o H HO ON
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Figura 1.3: Mecanismo de agdo da poligalacturonase. Fonte: Whitaker (1990)

Poligalacturonato liase (PL) (EC 4.2.2.10): a endo-PL € produzida por
microrganismos e atua sobre poligalacturonato. Possui pH 6timo entre 8,0 e 10,0,
apresenta massa molecular na faixa de 30 a 40 kDa e ponto isoelétrico
normalmente de 9,0. A forma exo é produzida apenas extracelularmente por
pouquissimas bactérias; libera oligogalacturonatos insaturados (Figura 1.4) e é

ativada por céations bivalentes (Sakai et alii, 1979).
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HO " > = >
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Figura 1.4: Mecanismo de agdo da pectina-liase. Fonte: Whitaker (1990).
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Polimetilgalacturonato liase (PML): degrada pectina de forma randémica,
produzindo metil-oligogalacturonatos insaturados. As endo-PML sao produzidas
basicamente por fungos, tém massa molecular de aproximadamente 30 kDa,
ponto isoelétrico 3,5 a 8,9, pH 6timo na regido acida e Km entre 0.9 a 5.0 mg/mL
(Whitaker, 1990).

1.2.1. Producgao

Muitos microrganismos possuem a capacidade de produzir enzimas
pectinoliticas como, por exemplo, Aspergillus niger (0,341 U), Penicillium italicum
(0,453) e Humicola sp. (0,017 U). Em diferentes isolados do mesmo
microrganismo pode-se encontrar atividades enziméticas diferentes (Baracat et
alii, 1989).

Ugwuanyi & Obeta (1997) fizeram uma selecdo de microrganismos
produtores de pectinases e observaram que Aspergillus niger IMI 359763 e
Botryodiplodia theobromae IMI 359764 produziram as mais altas atividades
enzimaticas dentre os microrganismos isolados. J& Gainvors et alii (1994) isolaram
varias cepas de Saccharomyces cerevisae produtoras de enzimas pectinoliticas. A
producdo de PL nestas cepas ocorria apés 10 dias de fermentacdo e uma delas
produziu PE com atividade maxima de 3,77 nmol de metanol/mL apoés 3 dias a
30°C.

Os Penicillium adametzii, citinum e janthinellum foram utilizados em
fermentacdo submersa com diferentes fontes de carbono. O meio contendo
pectina, na auséncia de glicose, foi o melhor para producdo das enzimas. Para
estes microrganismos a sintese enzimatica ocorreu apds 24, 48 e 72 h,
respectivamente. Entretanto, 80% da biomassa de P. Janthinellum ja havia sido
produzida em 48 h de fermentagdo (Mikhailova et alii, 1994).

Singh et ali (1999a) produziram pectinases utilizando Bacilius sp, em
substrato contendo 0,5% de pectina citrica. A maxima atividade ocorreu a 25 h.
Lachnospira multipares produzia PE e PL extracelularmente, porém também

12
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apresentou algumas fragdes intracelulares apds 72 h de fermentagao, porém, nao
produziu PG (Silley, 1985).

Loera et alii (1999) utilizaram mutantes de Aspergillus niger para produzirem
enzimas pectinoliticas. Encontraram maxima atividade enzimatica a 72 h (132 U/g
massa seca). Ja Castilho et alii (2000) também usaram A. niger na fermentacao
com diferentes fontes de carbono, como farelo de soja, éleo de soja e farelo de
trigo, que rendeu a maior atividade apos 22h.

Adicdo de acucares no meio de cultura produzem diferentes efeitos na
obtengdo de pectinases, entretanto aumenta a biomassa na fermentacao. Silva et
alii (1993) observaram que adicionar sacarose ao meio, que continha pectina
como indutor, estimulou a atividade de PL de Penicillium griseoroseum, com
maxima atividade apos 120 h de fermentagdo. PL, PE e PG, produzidas por
Aspergillus niger, tiveram atividade aumentada com a concentragédo de sacarose.
Elevando a concentragdo de 1,5 para 15% a atividade passou de 1,8 para 20
U/mL, a de PL passou de 0,14 para 065 U/mL e a de PE nao apresentou
atividade (Friedrich et alii, 1992). Brumano et alii (1993) verificaram também que a
combinagdo de sacarose e pectina constituiu-se no melhor meio de cultura. Kumar
& Palanivelu (1998) observaram que a 6tima producéo das enzimas pectinoliticas
(199,80 mU/mL) e o 6timo crescimento microbiano (11,8 mg/mL) de fungos
termofilos Thermomyces lanuginosus foram encontrados com a utilizacao de 1%
(p/v) de sacarose com 1% (p/v) de pectina.

A adicdo de sacarose no substrato de bagago de laranja lavado levou a
rendimentos de atividade iguais aos obtidos com bagaco n&o lavado em
fermentacdo com Penicillium italicum. Ja adigdo de glicose e frutose produziu
valores de atividade 54% menores (Rizzatto, 1999). Levin & Forchiassin (1998) e
Tachet & Fevre (1996) observaram que glicose contribui para o decréscimo da
atividade enzimatica.

Segundo Channe & Shewale (1995) baixas atividades de pectinase
ocorreram quando glicose, maltose, manitol, celobiose, sacarose, sorbitol, rafinose
e glicose foram usadas como fontes de carbono. Glucanas, como celulose e

xilana, ndo melhoraram a producgdo enzimatica. J& Kapoor et ali (2000) nao

13
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Observaram efeito significativos na produgdo de pectinases quando se utilizou
como fonte de carbono maltose, sacarose e manitol, porém ocorria inibicao
quando se utilizava raminose, arabinose, gluciose e galactose, devido a repressao
catabdlica ocorrida nas fermentagGes com Bacillus MG-cp-2.

Bacillus GK-8 produz trés tipos de exo-pectinases (P1, PIl e PlI) com pH
6timo de 5,4; 7,4 e 10,4, respectivamente, na temperatura 6tima de 60°C. A adicdo
de glicose aumentou a atividade enzimatica (Pl — 42 x 10° U/mL a 20°C. Pl - 51 5
x 10° U/mL a 24 h e PIll — 46,5 x 10° U/mL a 24 h, com U igual a 1umol de acido
galacturonico/h), entretanto, meios com frutose e sacarose produziram atividades
menores. Pectina (1%, p/v) como a Unica fonte de carbono proporcionou 12,5: 23
e 24% a mais de atividades das enzimas PI. Pll e PII, respectivamente (Dosanjh &
Hoondal, 1996).

Alafia et alii (1989) observaram que a producdo maxima de PL ocorria
utilizando 1% (p/v) de pectina (67 mU/mL). A pectina nesta concentragdo atua
como agente indutor na producéo de pectinases por Kluyveromyces fragilis. Cruz-
Guerrero et ali (1999) e Levin & Forchiassim (1998) obtiveram este mesmo
resultado utilizando diferentes microrganismos.

Uma outra forma de enriquecer o meio é adicionar outras substancias
pécticas, as quais induzem a produgdo de pectinases, o que pode ser visto pelo
acompanhamento da atividade na presenca e auséncia destas substancias, como
fizeram varios autores que observaram que estas substancias realmente induziam
a atividade pectinolitica. Segundo Shevchick et alii (1992) a atividade de PL
aumentou na presenca de pectato de sodio em cerca de 15 vezes para Erwinia
crysantheme e 5 vezes para E. caraotovora. PME foi obtida em alta concentragao
(10 vezes maior) com pectato e constituia 30 a 40% da proteina extracelular,
produzida na fermentagdo. Acido galacturénico a 2% melhora a produgao de
pectinase de Lentinus edodes (Zheng & Shetty, 2000), mas segundo Tachet &
Fevre (1996) ele, também, teve efeito repressor quando o limite de capacidade de
utilizacdo pelo microrganismo é ultrapassado. Pereira et alii (1993) observaram
que a producao de exo-PG, por Aspergillus niger, era induzida pela adicdo de
acido galacturbnico em diferentes fontes de carbono e que ocorria decréscimo na
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atividade das enzimas produzidas apos 72 h de fermentacdo. As atividades da exo
e endo-PG foram 3 e 11 vezes maiores, respectivamente, quando em fermentacéo
semi-solida, o que esta de acordo com Arguelles et alii (1995), que verificaram
aumento na producdo de PL neste tipo de fermentacdo. Além disso, as enzimas
apresentaram maior estabilidade a pH e temperaturas elevadas.

Zheng & Shetty (2000) utilizaram substratos complexos, como maca,
morango € cramberry, obtendo 1,5, 22 e 1,1 U/mL de atividade enzimatica,
respectivamente, em fermentacdes com Lentinus edodes . Galiotou-Panayotou et
alii (1997) utilizaram agucar de beterraba e bagaco de laranja. Este ultimo gerou
altas atividades de endo-PG apés 5 dias, enquanto que o agucar de beterraba
apresentou melhores resultados apos 6 dias.

Bagaco de laranja nao lavado, fermentado com Penicillium italicum e
Aspergillus niger, apresentou 21 e 25% a mais de atividade, respectivamente, que
os valores obtidos com bagaco lavado, sendo que os valores obtidos com P.
Italicum foram maiores. A composicdo de 75% de bagaco lavado com 25% de néao
lavado rendeu atividades mais elevadas (20,72 Ul/g MFU) (Rizzatto, 1999). Sub-
produtos agricolas como fibra de trigo produz aumento significativo da atividade
enzimatica (188,8 U/mL) produzida por Bacillus MG-cp-2 (Kapoor et alii, 2000).

Os substratos utilizados pelos microrganismos e formados por fontes de
carbono complexas, como bagaco de laranja e morangos, tém diferentes
composicdes de substancias pécticas, e como visto tais substancias agem como
indutor da producdo enzimatica. Portanto, o substrato que melhor oferecer a
composicdo de fonte de carbono e indutor produzira as enzimas em maior
quantidade e que substratos com diversas fontes de carbono tambéem levam a
grande produgdo de enzimas pectinoliticas, que é o caso do morango (Zheng &
Shetty, 2000), bagago de laranja (Galiotou-Panayotou et alii, 1997) e bagaco de
laranja ndo lavado (Rizzatto, 1999). No caso da lavagem do substrato, parte dos
carboidratos e pectina (parcialmente soluvel em agua) podem ter sido removidos
durante o processo, tornando o substrato mais pobre que aquele onde nao

ocorreu o processo de lavagem.
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Channe & Schewale (1995) utilizaram vérias fontes de nitrogénio e
observaram que (NH4),SO4 gerou as maiores atividades, j& Levin & Forchiassin
(1998) verificaram que a concentragdo de proteina extracelular na fermentacéo
com Trametis trogii foi extremamente alta quando nitrogénio organico era utilizado.

Na fermentagdo com Aspergillus aliaceus, a maxima atividade ocorreu com
(NH4)2S804 (0,7%), KH2PO4 (0,1%) e MgSO. (0,04%), ja KNO3 e NaNOs inibiram a
producao enzimatica (Sapunova et alii, 1997). As fermentacdes com Bacillus MG-
cp-2 em meio contendo 1% (p/v) de pectina produzem atividade maxima de 47
U/mL apés 24 h com 0,704 (Aswo) € 160 ug/mL de densidade 6tica para massa
seca e concentracao de proteina, respectivamente. O enriquecimento do meio
com extrato de levedura e MgS0,4.7H,0 aumenta a atividade enzimatica para 98
U/mL apds 20 h com 2,103 (Asa) € 2200 pg/mL de densidade dtica para massa
seca e concentracdo de proteina, respectivamente.

O valor de pH igual a 5,0 foi 6timo para as fermentacées de bagaco de
laranja com Penicillium italicum (Hennies, 1996) e para aquelas que utilizavam
maca, morango ou cramberry com 2g de &cido galacturénico, utilizando Lentinus
edodes (Zheng & Shetty, 2000). Ja Aguilar et alii (1991) verificaram que pH 2,5
rendia alta atividade de pectinase (14 U/mg) com massa molecular de 43 kDa.
Mesmo sendo baixo, o valor do pH diminuia com o tempo. Isto também foi
observado por Schmidt et alii (1995), contudo outros autores observaram aumento
do pH ao final da fermentagéao (Levin & Forchiassin, 1998).

Segundo Garcia-Garibay et alii (1987) as enzimas pectinoliticas, produzidas
por Kluyveromyces fragilis, foram obtidas com maior atividade em condicoes
microaerobicas. Mas Cruz-Guerrero et alii (1999) afirmaram que o oxigénio
dissolvido ndo € um fator limitante para a produc&o de biomassa.

Indculo com idade de 9 dias produziu 6tima atividade de PL, mas nao
influenciava a concentragcdo de massa seca. Concentragdes altas de esporos e o
aumento da concentracdo de pectina no meio a ser fermentado diminuiam a
atividade de PL. mas por outro lado, a massa seca aumentava (Brumano et alii,
1993). Friedrich et alii. (1992) observaram gque o aumento da concentracdo do

indculo inibe a sintese de PG e para PL o inverso ocorria, enquanto que para a PE
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nao havia nenhuma correlacdo entre o tamanho do inéculo e a atividade
enzimatica.

Para Membre & Burlot (1994) a producéao de PL aumentou com a
temperatura, j@ Hennies (1996) afirmou que a temperatura tinha pouca influéncia
na produgdo das enzimas. Valores 6timos de atividade foram encontrados a 40°C
na fermentacdo com Lentinus edodes (Zheng & Shetty, 2000) e 35°C para a
fermentacao com Kluyveromyces marxianus (Cruz-Guerrero et alii, 1999). Naidu &
Panda (1999) obtiveram 6timo de producao de PMG, PG e PL nas temperaturas e
pH’s de 30°C e 53 (0,191 U); 26°C e 6,6 (0,498) e 35°C e 4,85 (0,0028 U),
respectivamente, nas fermentacées com Aspergillus niger.

Utilizando Aspergillus fumigatus, Baracat-Pereira et alii (1993) observaram
que as PG eram estaveis a 65°C, o que permitia uma aplicagéo a altas
temperaturas.

A atividade de PG aumentou com o tempo de fermentacdo, quando se
utilizou Byssochlamys fulva, sendo maxima a 240 h (Kotzekidou, 1991). Ros et alii
(1991) verificaram que num periodo entre 8 e 14 dias de fermentacéo a atividade
de PG era maxima. Segundo Manachini et alii (1988) as liases foram produzidas
em maior gauntidade em pectina de alto grau de metoxilagdo na fase de
crescimento exponencial, ja& as hidrolases tinham atividade maxima na fase de
crescimento estacionario.

Os fungos sdo mais utilizados na produgdo das enzimas pectinoliticas,
apesar da capacidade de leveduras e bactérias, contudo o estudo e comparagao
da producdo das enzimas pectinoliticas com diferentes tipos de microrganismos

engrandecem o conhecimento sobre a produgao destas enzimas.

1.2.2. Aplicagao industrial

Os vegetais, no estado ndo maturado, apresentam substancias pécticas na
forma de protopectina. Quando amadurecem ocorre uma hidrolise parcial desse
material formando um composto parcialmente soluvel, muitas vezes, a pectina,
que amolece a estrutura da fruta. Devido & solubilidade do novo composto, parte
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da pectina passa para o suco durante o processo de prensagem, resultando em
um aumento da viscosidade e dificultando a obtengéo do suco. O suco extraido é
pobre com respeito a cor e a compostos aromatizantes, além de ser dificil de ser
filtrado e clarificado (Novo Nordisk, 1995).

Para evitar estas dificuldades, as industrias tém utilizado pectinases, que
segundo Gerhartz (1990) apresentam como principais vantagens a diminuicdo da
viscosidade, diminuicdo do tempo de processamento em muitos estagios do
processo, reducdo de gasto com energia para aquecimento, prensagem e
centrifugac&o, aumento da remogao de pigmentos e acidos orgéanicos, melhoria da
qualidade do produto evitando alteragées indesejaveis na cor e sabor, além da
maior estabilidade e inibicdo da geleificagdo do suco concentrado.

Alana et alii (1990) afirmaram que as enzimas pécticas PL e PNL possuem
grande aplicacdo industrial na extragéo e clarificacdo de sucos de frutas, mostos,
maceragao de vegetais e frutas para produgdo de refrigerantes limpidos. A
importancia da PNL é devida & clivagem da pectina sem acéo paralela de outras
enzimas, diminuindo a viscosidade e n&o danificando os ésteres volateis,
responsaveis pelo aroma e sabor. Ruiz et alii (1988) compararam a utilizacdo de
endo-PG de Kluyveromyces fragilis e comercial na clarificacdo de suco de maca,
nao determinando diferencas estatisticas nos resultados para as enzimas obtidas
das duas fontes.

A despectinizacdo completa através do uso de um complexo enzimatico
apropriado assegura uma adequada clarificagéo e filtragem de suco, bem como
uma boa estabilidade. Por isso estas enzimas sédo aplicadas na clarificacdo de
vinho, apresentando bons resultados durante o processamento (Fogarty & Ward,
1972).

As enzimas pectinoliticas s&o usadas também na industria de sucos citricos.
Além de reduzir a viscosidade, e consequentemente evitar a gelificacdo,
aumentam o rendimento da extracdo e clarificacdo do suco. Podem ser
empregadas na extracao de 6leos essenciais e na producio de extratos turvos da
casca, que sdo empregados na fabricacao de refrigerantes. Outra aplicacao € o
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descascamento enzimatico dos frutos para produzir frutas frescas descascadas,
saladas de frutas e gomos que apresentaram maior frescor e aparéncia.

Os complexos enzimaticos comerciais, muitas vezes, apresentam atividade
de PE que quebram a cadeia de pectina e formam metanol (indesejavel na
industrializacdo de sucos). Por isso desenvolver um processo de separagao e
purificacdo enzimatica € de fundamental importancia.

Estas enzimas sao também utilizadas na industria téxtil na degomagem de
fibras naturais, pois atacam as substancias pécticas que ficam entre as fibras
atuando como goma (Baracat-Pereira et ali, 1993). Kapoor et ali (2000)
apresentam a aplicagdo das enzimas pectinoliticas na degomagem de ramie
(Boehmeria nivea), linho (Linun usitatissinum) e canhamo (Canabis sativa).

As aguas residudrias das indUstrias, que processam vegetais e frutas,
contém grande quantidade de substancias pécticas. Kapoor et alii (2000) reporta a

aplicagdo das enzimas no tratamento destas aguas residuarias.

1.2.3. Purificagao

Os processos fermentativos geram, além do composto desejado,
subprodutos que impedem, muitas vezes, a utilizacdo do caldo bruto da
fermentacdo nos procedimentos industriais. Por esta razéo varias técnicas de
purificacdo foram desenvolvidas e aplicadas na separacédo de biocompostos. Os
métodos de separacdo sdo geralmente executados em muitas etapas e requerem
procedimentos complexos como precipitagéo, centrifugagao, diferentes tipos de
cromatografia e didlise (Camperi et alii, 1996).

Singh et alii (1999 b), comparando trés tipos de separagdo, observaram que
a ultrafiltracdo promovia uma boa concentracao das enzimas pectinoliticas, mas a
presenca de polissacarideos promove o aumento da viscosidade da solucéo a ser
concentrada e podia dificultar o processo devido a obstrucdo dos poros da
membrana. Nao puderam liofilizar o caldo fermentado devido & presenca dos
polissacarideos que impedia a remogdo de agua devido ao aumento da

viscosidade. A precipitagdo com etanol absoluto a —20°C gerava uma perda de
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atividade por desnaturacéo enzimatica. Polizeli et alii (1991) também precipitaram
poligalacturonase com etanol absoluto e obtiveram rendimento de 42 72%.

Singh et alii (1999a) precipitaram exopoligalacturonase liase com sulfato de
amonio, com saturagdo entre 55-90%, obtendo perda de atividade devido a
solubilizacdo do precipitado. Kumar & Palanivelu (1998) verificaram, que a
precipitacdo das pectinases com sulfato de aménio era instavel quando
comparada com a precipitacdo com acetona. Os peletes formados, neste Ultimo
tipo de precipitagdo, foram bem estaveis quando submetidos ao processo de
dialise em tamp&o acetato 0,1 M pH 5,5 e 4°C. Ja Kapoor et alii (2000) obtiveram
um fator de purificacdo de 2,5 vezes na purificacdo de pectinases com Bacillus
MG-cp-2 através de precipitacdo com sulfato de aménio a 90% de saturacao.

Outra forma de separar as enzimas pectinoliticas é a precipitagao por
afinidade. Gupta et alii (1993) misturaram pectinase comercial (Pectinex-3XL,
Novo Nordisk) com uma solugdo de alginato de pH 3,8 na propor¢édo 2:1, e
iniciaram a precipitacdo com a adicdo de CaCl,. Obtiveram um precipitado com
mais de 75% de enzima. Utilizando este processo em duas etapas conseguiram
85,8% e 8,8 de rendimento e fator de purificacdo, respectivamente, na primeira
etapa e 4,4% e 3,8 de rendimento e fator de purificacio, respectivamente, na
segunda etapa. A enzima assim precipitada tinha massa molecular de 55 kDa.

O processo de precipitagdo de pectinases com etanol, apesar das diferentes
formas de concentracdo das enzimas pectinoliticas, foi o mais comumente
utilizado nos artigos consultados.

Sakamoto et ali (1994) propuseram uma sequéncia de purificagao
constituida de cromatografia por hidrofobicidade, troca iénica e de excluséo.
Purificaram duas protopectinases de Bacillus subtilis denominados Ppase-N e
Ppase-R, que tiveram como fator de purificacdo valores de 549 e 505,
respectivamente, e rendimentos de 30,9% e 2,2%, respectivamente. As massas
moleculares destas enzimas foram 43000 e 35000 Da, respectivamente. Qutra
sequéncia constituida por cromatografia por afinidade, ligacdo cruzada com
alginato, por troca idnica, por focalizagéo e de permeacdo em gel, foi utilizada por
Kester & Visser (1990) para purificar a pectinase comercial K2B078 (rapidase).
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Obtiveram cinco fracbes de endo-PG e uma de exo-PG. Apenas duas fragdes de
endo-PG apresentaram rendimentos consideraveis, 23% e 72%, com massa
molecular de 35 e 38 kDa, respectivamente. Lobarzewski et alii (1985) utilizaram
como ligante acido poligalacturénico em diferentes matrizes. A queratina
apresentou o melhor rendimento (95,8%) e fator de purificagéo (4,88). Esta matriz
apresenta como vantagem o baixo custo. Camperi et ali (1996) utilizaram a
cromatografia por afinidade de metal imobilizado (IMAC), com trés diferentes ions.
Com ions Cu*? os rendimentos de PE e PL foram de 989% e 997%,
respectivamente. Apos a selecdo do tampdo de adsorcdo (fosfato de sodio a pH
7,0 com 100 mM NaCl), e o eluente (acetato de sédio a pH 3,0 com 100mM NaCl)
aplicaram estas condigbes & separacdo. Cerca de 80% da PE ficou retida na
matriz cromatografica, enquanto a PL foi completamente recuperada.

Nikaidou et alii (1995) purificaram pectina liase (massa molecular de 34000
Da) de Pseudomonas marginalis N6301com rendimento de 20% e fator de
purificacdo de 452 ap6s cromatografias em coluna. Ja& Nozaki et alii (1997)
purificaram trés fracbes de exo-PG de Alternaria mali, que tinham massa

molecular entre 51-80 kDa. O maior fator de purificagéo encontrado foi 111.
1.3. SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS (SAB)

Alguns dos principais requisitos para a produgéo, em escala comercial, de
compostos de origem biotecnolégica séo a pureza e a integridade fisica e quimica
destes compostos. Estas caracteristicas tornam as etapas de separagao onerosas
(Monteiro Filho et ali, 1998) e as exigéncias do mercado, no tocante as
caracteristicas do produto, geraram o desenvolvimento de processos de
separagdes com sistemas ndo convencionais (Koba et alli, 1998).

Dentre os processos de separagdo podemos destacar a extrag@o liquido -
liquido com sistema aquoso bifasico. Este processamento foi primeiramente
utilizado na década de 1950 na Suécia para separar macromoléculas, celulas e
organelas. Desde entdo vem sendo desenvolvidos e aplicados na separacao e

purificacdo de biocompostos (Gupta et alii, 1999).
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1.3.1. Tipos de Sistemas

Os sistemas aquosos bifasicos s&o formados quando pares de polimeros
soluveis em agua, ou um polimero solivel e um soluto de peguena massa
molecular sao misturados acima de uma concentracdo critica. A principal
Caracteristica do sistema é o elevado conteudo de agua nas fases (cerca de 85 a
989%), permitindo a particdo de biomoléculas e particulas celulares de diversas
origens em condigdes nao-desnaturantes (Diamond & Hsu, 1993: Albertsson et
alii, 1990; Johansson, 1989). As Tabelas 1.3 e 1.4 mostram exemplos de pares de
compostos formadores de SAB.

Tabela 1.3: Sistemas aquosos bifasicos formados por dois polimeros.

Sistema

Polipropileno glicol Metoxi-propilenoglicol
Polietileno glicol
Alcool polivinilico
Hidroxipropil dextrana
Dextrana
Hidroxipropil amido
Maltodextrina

Polietileno glicol Alcool polivinilico

Polivinilpirrolidona

Dextrana
Ficoll

Metilcelulose Hidroxipropil dextrana
Dextrana

Etilhidroxietilcelulose Hidroxipropil dextrana
Dextrana
Hidroxipropil dextrana Dextrana
Ficoll Dextrana

Fonte: Albertsson, 1986.
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Ha varios anos, vem sendo aplicado como alternativa aos sistemas mais
estudados, a preparacdao de SAB com PEG e sal, principalmente nos processos
de grande escala, pois apresentam menor custo e maior seletividade. O sistema,
com sal, mais efetivamente estudado € o obtido com fosfato de potassio e PEG.
Outro sistema testado € o que utiliza citrato de sodio, porém existem poucos
dados na literatura sobre os diagramas de particéo (Vernau & Kula, 1990; Greve &
Kula, 1991).

Tabela 1.4: Sistemas aquosos bifasicos formados por um polimero e um soluto de
pequena massa molecular.

Sistema

Polipropileno glicol Fosfato de potassio
Glicose
Glicerol
Polietileno glicol Fosfato de potassio
Aminoacidos
Mono/dissacarideos
Peptideos/proteina
Cloreto de sédio
Metoxi-propilenoglicol Fosfato de potassio
Dextrana Alcool propilico

Fonte: Albertsson, 1986.

Outra possibilidade é a utilizagdo de maltodextrina para formar o sistema.
Este sistema & similar ao obtido com dextrana/PEG, porém a maltodextrina tem
um valor bem abaixo do prego da dextrana (Silva & Meirelles, 2000).

Existem dois métodos para extragdo de enzimas do caldo fermentado. O
primeiro emprega um fermentador e um extrator separadamente. Apds o produto
ter sido separado, o caldo é descartado. O segundo € a extraco liquido - liquido
de produtos diretamente do caldo de fermentagdo. Nesse caso O solvente é
introduzido no fermentador, onde ocorre o contato com os metabdlicos, nao

havendo a necessidade de uso de um extrator adicional (Job & Blass, 1994).
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1.3.2. Diagrama de Fases

As composicdes dos sistemas de duas fases sdo representadas por
diagramas triangulares que expressam a concentracdo dos componentes do
sistema (polimeros, sais e solvente). Para o sistema aquoso bifasico, onde a
concentracao de agua € bastante elevada, costuma-se utilizar a forma de eixos
Cartesianos para representar o sistema (Figura 1.5). A representacao cartesiana
tem como unica diferenca, dos diagramas triangulares, a omisséo da COmposicao
da agua (Silva, 2000; Albertsson et alii, 1990).
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Figura 1.5: Esquema representativo de um diagrama de equilibrio: linhas de
amarragao (---) e curva binodal (—) (Fonte: Silva et alii, 1994).

A composic&o total da mistura dos compostos é representada pelo ponto B. A
mistura separa-se em duas fases, que contém as fracdes dos constituintes
formadores. As composicbes destas duas fases séo representadas pelos pontos A
(fase de topo) e C (fase de fundo). A unido destes pontos (A, Be C), forma a linha
de amarrac&o. Para cada composi¢cdo de mistura uma nova linha de amarracao &
formada (desde que o ponto de mistura ndo esteja sobre a mesma linha de
amarracao). A partir da unido dos pontos extremos de cada linha de amarracao
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(ex. pontos A e C) obtém-se a curva binodal. Esta curva separa o diagrama em
duas regides; acima da curva binodal tem-se a regido bifasica e abaixo a regiao
monofasica. O ponto D, ponto critico, corresponde a regidao da curva onde
teoricamente a composicéo e o volume das fases coexistentes s&o iguais. Outra
caracteristica do diagrama, e o ponto de assintocidade, que € o ponto no qual a
curva binodal tangencia um dos eixos do diagrama. (Zaslavsky, 1995).

Na separacéo de macromoléculas de caldo fermentado e extratos bioldgicos
uma aproximagdo parcial é suficiente para o sistema aquoso bifasico, porém a
biomassa tem forte influéncia na posigao da curva binodal. Muitas vezes devido ao
acumulo de biomoléculas em uma fase ocorre o aumento do volume desta fase e
conseqiientemente da razdo volumétrica entre elas (Rito-Palomares & Cueto,
2000).

A melhor forma para se construir o diagrama de fases é através da analise
quimica dos componentes formadores do sistema em cada fase para um certo
numero de composicdes de mistura. Para expressar numericamente a diferenca
de composicdes das fases pode-se usar o comprimento da linha de amarragao

(TLL), que é calculada pela equagdo 1.1.

TLL = y/(aP, ) + (4P, ) 1.1

onde AP; e AP, s3o as diferencas de concentragéo do componente 1 e 2 entre as
fases, respectivamente (Zaslavsky, 1995).
Uma outra caracteristica do diagrama de fase é a inclinagdo da curva binodal

(STL), que é calculada de acordo com a equagao 1.2

sTL = 2P 12
AP,

Em sistemas aquosos bifasicos o valor de STL é praticamente constante,
indicando que as linhas de amarracdo s&o aproximadamente paralelas
(Albertsson, 1986).
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1.3.3. Componentes do Sistema

Como anteriormente citado, os sistemas aquosos bifasicos sdo formados por
polimeros ou por polimero e soluto de peguena massa molecular. Os constituintes
dos sistemas formados neste trabalho sdo polietileno glicol, maltodextrina, fosfato
de potassio e citrato de sédio. Como as caracteristicas dos sais s&o amplamente
divulgadas na literatura (Bamberger ef alii, 1985; Harris & Yalpani, 1985),

mostram-se aqui apenas as principais caracteristicas dos polimeros empregados.

1.3.3.1. Polietileno glicol

Os polietilenos glicois (PEG) s@o compostos que se apresentam como
liquidos claros e viscosos ou sélidos na forma de pos-secos e flocos. Sao
altamente higroscopicos, n&o toxicos, relativamente estaveis como solugdes ou na
forma sdlidas e soldveis em benzeno, diclorometano, tetrafurano e agua
(Bamberger et alii, 1985).

Os PEG's apresentam-se como polimeros sintéticos de estrutura linear, com
formula geral HO(CH.CH,),H, com n maior ou igual a 4. Sdo produzidos por
polimerizacdo de oxido de etileno com catalisador acido ou basico. Existe,
entretanto, dificuldade de preparar PEG de massa molecular maior que 10000 Da,
devido a facil desidratacéo do terminal hidroxietileno que gera um alceno na parte
terminal da polimerizacdo. Os de massas moleculares maiores que 10000 Da sao,
entéo, produzidos pela ligacdo de cadeias de pequena massa molecular. Neste
processamento introduz-se ramificagdes ou sitios hidrofébicos na molécula, o que
afetaréd as propriedades do polimero formado (Harris & Yalpani, 1985). Muitos
PEG’s comerciais s&o materiais puros, que contém como Unicas impurezas agua,
etileno glicol, dietileno glicol e antioxidante. Este ultimo é adicionado para impedir
a auto-oxidacdo. Estes compostos sdo amplamente utilizados nas industrias de

alimentos, cosmética e farmacéutica (Bamberger et alii, 1985).
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1.3.3.2. Maltodextrina

A dextrana & o polimero mais utilizado no processo de separagao com
sistema aquoso biféasico, porém devido ao seu alto custo outros polimeros vém
sendo utilizados, dentre estes se destaca a maltodextrina.

A maltodextrina € um produto obtido por hidrélise de amido por meio de
tratamento térmico e/ou &cido ou enzimatico. As fontes de amido utilizada na
producdo sdo milho, aveia, arroz, mandioca, batata e trigo. As maltodextrinas
apresentam-se como uma mistura de sacarideos com ampla distribuicdo de
massas moleculares. Sua massa molecular médio varia entre 900 a 18000 g/mol.
A estrutura quimica da maltodextrina pode ser vista na Figura 1.6 (Chronakis,
1998).

CH ;0H CH ,OH
H O H H O K
H a
L OH H/ \ gH = |
H OH H
L
~n

Figura 1.6: Estrutura quimica da molécula de maltodextrina.

A molécula é caracterizada de acordo com a dextrose equivalente (DE), que
¢ a medida dos agucares redutores presentes expressos como porcentagem de
matéria seca. O valor do DE do amido é zero, enquanto o valor da glicose € 100.
Pode ser classificada ainda pelo grau de polimerizagdo (DP), calculado pela

equacao 1.3 (Dokic et alii, 1998).

100

= 1.3
DE

DP
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S&o empregadas como agentes fornecedores de textura, agentes
encapsulantes, substitutos de gorduras, formadores de filmes, agentes
controladores da cristalizagdo no congelamento ou ainda como fornecedor de

valor nutricional a alimentos (Chronakis, 1998,).

1.3.4. Coeficiente de Particdo

No processo de separacdo em sistema aquoso bifasico é necessario que os
compostos a serem separados distribuam-se seletivamente nas fases. Para
verificar esta distribuicdo pode-se calcular o coeficiente de particdo (K) que é a
relagéo entre a concentracdo da substancia na fase de topo pela concentragdo da
mesma na fase de fundo como mostra a equacéo 1.4.

K = —Stoso 1.4
CS,fUI’IdO

onde Cstopo © Cs fungo S30 as concentracoes da substancia nas fases de topo e de

fundo, respectivamente (Albertsson, 1986).

Um grande numero de diferentes interagbes quimicas e fisicas estdo
envolvidas no processo de particdo em sistemas aquosos bifasicos, por exemplo,
ligacoes de hidrogénio, interagdes de carga, forcas de van der Waals, interactes
hidrofébicas e efeitos estéricos. De forma mais ampla o coeficiente de particéo é

expresso pela soma destes fatores.

mK = InKe 2o [nKhldmfébroo + InKhidmﬁlim + InKmnformagéo + InKoutros fatores 15

onde: Ke, Khidrofébico, Knidrofilico, Keonformacgo, Koutros fatores correspondem ao coeficiente

de particdo devido a fatores de interacdo eletrostética, hidrofébica, hidrofilica,
fatores de conformacéo e a outros ndo determinados, respectivamente (Zaslavsky,
1995).
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Entretanto, é necessaria uma comparacao dos coeficientes de particdo dos
componentes do sistema, para que se verifigue a separagdo da substancia
desejada daquelas consideradas contaminantes.

O coeficiente de particao depende de uma série de fatores: massa molecular
do polimero, presenca de eletrélitos, temperatura, tamanho da proteina e

concentracdo das substancias formadoras do sistema (Silva, 2000).

1.3.5. Separagoes

Gonzalez et alii (1990) utilizaram o sistema PEG/fosfato para eliminar células
rompidas de cultura de Kluyveromyces fragilis com o objetivo de purificar (-
galactosidase. As células foram para a fase inferior e as enzimas para a fase
superior. O melhor sistema foi formado por sal (6-9%) e PEG (25-29%),
independentemente da massa molecular do polimero. A recuperacao da enzima
na fase superior foi de 60 a 87%, porém nenhuma separacdc de enzima e
proteina foi verificada. Monteiro Filho et alii (1998) separaram células de
[ actobacillus acidophilus do caldo fermentado de forma eficiente, utilizando o
sistema PEG-4000/maltodextrina (12/20%). O coeficiente de particdo foi 60 e o
tempo para separar as fases foi de 8 minutos.

Para Baskir ef ali (1989) a escolha do polimero deve determinar a
composicéo das fases e a natureza das interagdes polimero-proteina. A particao
de bioparticulas esta relacionada com as propriedades superficiais do material e
algumas vezes se emprega a particao como método para determinar a
hidrofobicidade relativa de algumas proteinas.

A particdo é favorecida utilizando-se polimeros com massa molecular baixo,
mas esse efeito depende da massa molecular da substancia a ser separada, pois
as que possuem maior massa molecular séo mais facilmente separadas. Portanto,
polimeros com diferentes massas moleculares podem ser utilizados para otimizar
o processo de particdo de substéncias de diferentes tamanhos (Albertsson et ali,
1990). Isso também foi verificado por Tanuja et alii (1897) guando separaram

amiloglicosidase de Aspergillus niger CFTRI-1105 em sistemas PEG/fosfato.
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Gonzalez et alii (1990) verificaram que a massa molecular do PEG influenciava a
recuperacdo de p-galactosidase de Kluyveromyces fragilis, e gque a massa
molecular de 400 proporcionava a maior recuperagdo (73 a 96% de enzima e 78 a
100% de proteina). Lahore et alii (1995) observaram que com o aumento da
massa molecular do PEG, o coeficiente de particdo da protease de Mucor
bacilliformis decrescia 500 vezes.

O coeficiente de particdo de a-lactoalbumina (a-La) e de albumina bovina
padréo, em sistemas PEG/maltodextrina, decresceu com a massa molecular do
PEG. Os valores para o-La foram maiores que os de B-lactoglobulina em PEG-
1450 e similares nos sistemas com PEG-8000 e PEG-10000 (Silva & Meirelles,
2000). Com os PEG’s de pequena massa molecular obteve-se um coeficiente de
particdo de 19,95 para lipase (Bradoo et alii, 1999). Os coeficientes de particao
das proteinas e de penicilina acilase decresceram com a massa molecular do
PEG, o que foi devido ao aumento de hidrofobicidade da fase de topo e ao
aumento da cadeia do polimero, ou seja, a diminuigdo dos grupamentos hidroxila.
Este aumento da cadeia diminuiu o volume excluido. A maior seletividade da
extracao ocorreu com PEG-1000, com rendimento de 83% e fator de purificacao
de 2,6 (Marcos et alii, 1999).

Aumentando a concentragdo do polimero, desloca-se o sistema de fases
para longe do ponto critico e ocorre o0 aumento da viscosidade das fases e do fator
de separacdo (Albertsson et alii, 1990). Porém, Papamichael et alii (1992)
verificaram que o rendimento de extracdo de fumerase diminuia de 85% para 42%
e o coeficiente de particio passava de 1,2 para 0,35; quando a porcentagem de
PEG passava de 18 para 17%, ou seja, quando se aproximava do ponto critico.
Tanuja et alii (1997) verificaram a mesma dependéncia.

Segundo Paquet et alii (1994) o coeficiente de particao de pristinamicina, em
sistemas dextrana-70000/PEG-600, aumentava significativamente com a
concentragao dos polimeros, entretanto a massa molecular dos polimeros nao
alterava o valor deste coeficiente. Desta forma o sistema a ser formado era menos
viscoso e conseqlentemente poderia ser usado em fermentagdes extrativas. Alves
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et alii (2000) verificaram que o aumento da concentragéo do polimero aumentava
o coeficiente de particao da insulina suina.

Marcos et alii (1998) estudaram o efeito da razdo volumétrica das fases na
separacdo de penicilina acilase de Escherichia coli em sistemas PEG/citrato e
observaram que utilizando PEG-1000 ocorria decréscimo dos coeficientes de
particdo das proteinas totais e da enzima com a diminui¢&o da razéo volumétrica,
ja no sistema com PEG-3350 com NaCl o coeficiente de particdo das proteinas
totais aumentava e o da enzima diminuia.

Segundo Lahore et alii (1995) a diminuicéo do pH aumentava o coeficiente de
particdo, quando se utilizava sistema PEG-8000/fosfato e PEG-3350/fosfato para
separar protease acida de Mucor bacilliformis. No sistema PEG-1450/fosfato o
coeficiente de particdo diminuia até pH 5. Devido a este fato, sugeriram que a
variacao do pH resultava na exposicéo de residuos hidrofébicos das proteinas, 0
que provocava o aumento da preferéncia da enzima pela fase polimérica. Gunduz
& Korkamz (2000) observaram a mesma tendéncia, quando separaram albumina
bovina padrdo em sistemas PEG/dextrana.

A separacdo de penicilina acilase em sistema PEG/citrato apresentou uma
diminuicdo do coeficiente de partico das enzimas e proteinas com o aumento do
pH. Esta interferéncia era devida a variacado das cargas do soluto ou a alteragdo
da razéo das cargas das espécies presentes no sistema estudado (Marcos et ali,
1999).

Para Albertsson et alii (1990) existe uma diferenga significativa no coeficiente
de partigdo quando se utilizam diferentes sais, o que significa dizer que diferentes
ions tém diferentes afinidades pelas fases. Cétions decrescem o coeficiente de
particdo de proteinas de cargas negativas na ordem Li*<NH4'<Na'<Cs’<K" e os
anions monovalentes na ordem F'<Cl'<Br'<I". Os anions bivalentes HPO4? SOs° e
Citrato? aumentam o coeficiente de particdo, em comparagdo com 0s anions
monovalentes. Para proteinas de carga positiva a ordem dada acima € invertida.
Kroner & Kula (1978) verificaram que KCl| decrescia e Na;SO4 aumentava o
coeficiente de partigdo da a-glucosidase no sistema formado por 7% (p/p) de
PEG-400 e 2,5% (p/p) de dextrana T-500.
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Adicao de NaCl néao alterou a particado de proteases de Mucor bacilliformes
em sistema PEG/fosfato. Utilizando PEG de massas moleculares pequenas as
enzimas concentraram-se na fase polimérica e as proteinas distribuiram-se
equitativamente nas fases. Com o aumento da massa molecular as enzimas
tinham comportamento igual ao das proteinas totais em PEG de massa molecular
pequena, as proteinas ficavam na fase salina (Lahore et alii, 1995).

Ariga et alii (1994) notaram que a adi¢cdo de NaCl afetava grandemente o
coeficiente de particdo de B-galactosidase de Echerichia coli, que baixos massas
moleculares de PEG e concentracdo alta de fosfato favoreciam a particdo e que
adicao de glicina no sistema aumentava o coeficiente de particdo, devido a
hidrofobicidade deste aminoacido, fazendo com gue a enzima se deslocasse para
a fase superior.

Bim & Franco (2000) observaram que o melhor sistema para purificar
xilanase foi PEG-6000/fosfato (22-13%), com incorporacdo de 12% de NaCl. Os
valores dos coeficientes de particao da enzima e das proteinas totais foram de 47
e 0,1 respectivamente, com fator de purificagéo e rendimento da enzima na fase
de topo de 33 e 98%, respectivamente.

Bradoo et alii (1999) variaram a concentracdo de NaCl entre 1 e 4%. A
concentracao de 3% aumenta em 3 vezes o valor do coeficiente de particao de
lipase (75,86), enquanto o valor para os contaminantes era de 0,66. Falco et alii
(2000) observaram que a adicdo de 6% (p/v) de NaCl ao sistema PEG-
1500/fosfato (16/16%), na separagéo de a-galactosidase de Sesbania marginata,
aumentava o fator de purificacdo e a recuperacdo de 2,6 e 120% a 5.4 e 144%,
respectivamente. Entretanto a incorporag@o de 12% de NaCl levava a diminuigao
do fator de purificagéo da enzima (4,8%) e aumento da recuperacao (131%).

Segundo Marcos et alii (1999) a adicao de NaCl aumentava a diferenga de
hidrofobicidade das fases, promovendo a partigdo de mais proteinas hidrofébicas
para a fase de topo. Separando penicilina acilase em sistema PEG/citrato,
verificaram que a hidrofobicidade da enzima era maior que a das outras proteinas

presentes no extrato, pois o coeficiente de particdo da enzima aumentava mais
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que o das proteinas totais. A maior seletividade ocorreu com 1,5 M de NaCl, tendo
a enzima um fator de purificagcdo de 5,7 e recuperacéo de 85%.

Bradoo et alii (1999) separaram uma mistura de lipases em sistema PEG-
B600/fosfato (70-40%) com 3% de NaCl a pH 7, e obtiveram 527 e 1525% de
rendimento para lipase acida e neutra, respectivamente.

Proteinas sdo desnaturadas pelo calor, sendo suas estruturas secundaria e
terciaria deterioradas. Neste caso as ligacdes covalentes sao quebradas e
eventualmente toda a estrutura & destruida, seguindo-se da agregacdo das
mesmas. Regides hidrofébicas do interior da proteina podem se tornar expostas
ao solvente e combinar-se formando aglomerados. Com esta coagulacao
provocada pela temperatura, a viscosidade do meio aumenta. Este fenomeno foi
verificado para proteinas e células rompidas de Saccharomyces cerevisae e
Bacillus cereus, que coagulavam em temperaturas entre 60 e 70°C e 45 e 60°C,
respectivamente. Entretanto ndo foi observada nenhuma agregacé@o para esse
ultimo microrganismo (Greve & Kula, 1991). Esta desnaturacao pelo calor mostra
que no processo de separagédo de proteinas totais e enzimas em sistema aquoso
bifasico, deve-se levar em consideragdo a temperatura em que se realizara o
processo.

Uma maneira de reduzir o consumo de produtos quimicos € o custo do
processo de particdo & promover a reciclagem da solugdo de PEG e de sal
(Papamichael et afii, 1992). Sob condigdes apropriadas o sistema de fases
primario contendo células rompidas, sal e PEG, separa-se em fase inferior, que
contém as células rompidas, e fase superior, contendo o produto. Nesta ultima,
adiciona-se sal e forma-se um segundo sistema de fases, que por alteracéo do pH
elou comprimento da linha de amarragéo, promove a migracéo do produto para a
fase de fundo, sendo a fase superior reciclada para o inicio do processo. A fase
inferior & processada por ultrafiltragdo, separando-se assim o produto da solugao
salina, que retorna ao segundo sistema formado. Segundo Gupta et alii (1999) o
reciclo de reagentes é uma condig@o necessaria pra adotar uma técnica em larga
escala de forma econdmica. Papamichael et alii (1992) aumentaram gradualmente

a taxa de reciclo até 27 dm>/h o que causou redugio do consumo das solugdes de
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PEG e fosfato de 50 e 22%, respectivamente. Ja o fluxo de agua diminuiu de 13
para 3 dm’/h.

Apesar da aplicagdo do sistema aquoso bifasico na separacdo de varias
enzimas, ainda n&o foi estudado o comportamento de particdo das enzimas
pectinoliticas nestes sistemas. Estas enzimas s&o purificadas nos procedimentos
convencionais, formados por sequéncias complexas utilizando vérios passos,
como precipitacdo, dialise e muitas cromatografias. Assim, a aplicagcéo de
sistemas simples como o sistema aquoso bifasico, neste trabalho, traz uma nova
alternativa para a separagéo e purificagéo das enzimas pectinoliticas.

1.3.6. Vantagens do Processo

Para Kula (1990), a extracdo em sistemas aquosos bifasicos frequentemente
apresenta vantagens como proporcionar alto rendimento de atividade,
aproximacdo rapida do equilibrio, facilidade de ampliagdo de escala e
possibilidade de conduzir o processo de forma continua. Ja Eggers et alii (1989)
afirmaram que a maior vantagem dos sistemas aquosos bifasicos é evitar a perda
da estabilidade enzimatica devido ao menor contato entre enzima e o solvente
organico.

Segundo Gupta et ali (1999) o uso de sistema aquoso bifasico reduz
substancialmente o numero inicial de passos de purificagdo como clarificac3o,
concentracdo e parcial purificacéo, que podem ser integrados em um passo.

Vernau & Kula (1990) observaram que sistemas formados por PEG/citrato
podem ser aplicados na extragdo de proteinas e enzimas, pois apresentam como

vantagens o baixo custo e baixa toxidez do citrato.
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2.1. INTRODUGAO

Ao se iniciar um trabalho cientifico &€ necessario o prévio conhecimento das
analises que seréo feitas para que os objetivos do trabalho sejam alcancados com
éxito. A literatura cientifica oferece uma grande guantidade de técnicas, que se
pode empregar ou n&o ao trabalho proposto. Dessa forma, cabe ao pesquisador
ter o discernimento na escolha dos métodos analiticos. Uma vez selecionado.
ainda & necessario testa-lo e definir parametros como tempo, temperatura e pH,
mesmo que muitas vezes ja tenham sido fixados pela literatura. Muitas vezes a
técnica a ser empregada é influenciada por compostos presentes na solugdo em
que a substancia vai ser quantificada.

Os compostos produzidos por fermentacées sdo obtidos junto com uma
série de outras substancias e, para que sejam corretamente quantificados &
preciso que se conhega a aplicabilidade do método selecionado. Nos processos
de separacdo por meio de sistemas aquosos bifasicos além da substancia gue
sera purificada, existe a presenca dos formadores das fases que podem ou nao
exercer influéncia nas determinagdes das concentracées do material estudado.

Por esta razéo este capitulo tem o objetivo de avaliar o grau de pureza do
substrato das fermentagGes, verificar o tempo real de inativacdo enzimatica das
exo-PG, selecionar o melhor método para a determinacéo da atividade de PE e a
concentracao do substrato na quantificagdo desta enzima, definir o intervalo de
tempo no gual a condigcdo de velocidade inicial é satisfeita e avaliar a infludncia
dos constituintes das fases do sistema aquoso bifasico nas atividades enzimaticas

das pectinases e da concentracdo das proteinas totais.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Determinagdo da Concentragao de Proteinas Totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Lowry (1952) e pelo

método de Bradford (1976), utilizando Albumina Bovina como padrao.

2.2.2. Determinagao da Concentragao de Pectina

A concentracdo de pectina foi determinada pelo método de Dietez & Rouse
(1953). Tomou-se 1 ml da solugdo de pectina e adicionou-se 0,5 ml de solucéo
alcodlica carbazole (0,1%), formou-se um precipitado branco. Adicionaram-se 6 mi
de acido sulfarico concentrado e homogeinizou-se a mistura, que foi deixada em
repouso por 10 min para o desenvolvimento da coloragéo. A absorbancia foi lida a

525 nm. O branco foi feito com alcool etilico e a curva padrdo com pectina citrica

purificada.

2.2.3. Determinagédo da Concentragao dos Acucares Redutores

A concentracdo de agucares redutores foi determinada pelo método de

Somogy (1952).

2.2.4. Determinagao da Concentragao de Metanol

A concentracdo de metanol foi determinada pelo método de Wood &
Siddiqui (1971). Aliquotas de 0,5 ml da solugdo de concentragc&o de metanol
desconhecida foram usadas no ensaio. Adicionou-se 0.5 ml de &cido sulfurico 2 N.
A essa mistura acrescentou-se 0,2 ml de permanganato de potassio (2%, p/v).
Agitou-se a mistura e manteve-a em banho de gelo por 15 min. Apds esse tempo
adicionou-se 0,2 ml de arsenito de sédio 0,5 M e 0,6 ml de agua destilada, a
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mistura foi deixada em repouso por 1 h a temperatura ambiente. Ao final desse
tempo adicionou-se 2 ml de pentano-2,4-dione (0,02M, dissolvido em solucdo com
acido acético 0,05 M e acetato de amonio 2 M e aqueceu-se a mistura na
temperatura entre 58-60°C por 15 min. A solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente e a absorbancia da mesma foi lida a 412 nm. A curva padrao foi feita

com metanol puro.

2.2.5. Determinagao da Atividade de Poligactoronase (PG)

As atividades de endo e exo-PG foram determinadas de acordo com
Kotzekidou (1991) e Pereira et ajii (1993).

Para endo-PG misturou-se 18 mL de solugdo de pectina 2% (p/v) em
tampao acetato (0,2 M pH 4,5) e 1 mL de solugdo enzimatica e incubou-se 3 37°C.
A atividade foi determinada pela reducéo da viscosidade, que foi medida através
de um viscosimetro de Brokfield. Uma unidade de endo-PG foi definida como a
quantidade de enzima que reduz a viscosidade da soluggo a 50% por min.

Para exo-PG misturou-se 1 mL de solucéo de pectina 1% (p/v), 0 mesmo
volume de tampao acetato (PH 4,5) e 0,5 mL de preparado enzimatico e incubou-
se a 37°C por 15 min. A atividade enzimatica foi determinada pela quantidade de
acido galacturénico produzido, que foi determinado como acucar redutor pelo
método de Somogy. Uma unidade de exo-PG foi definida como a quantidade de

enzima que libera 1 umol de acido galacturénico por min a 37°C e pH 45

2.2.6. Determinagao da Atividade de Pectina-liase (PL)

A atividade de PL foi determinada pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 235 nm, devido a produgdo de compostos 4,5 insaturados
(Albersheim & Killias, 1962: Alafia et alii, 1989).

Em 1 mL de solucéo de pectina 1% (p/v) adicionou-se 1,25 mL de tampéao
Citrato-fosfato (0,15 M pH 5,5) e 0.25 mL de preparado enzimatico. Incubou-se a
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mistura a 40°C por 15 min. Uma unidade de PL foi definida como a quantidade de

enzima que produz um aumento de uma unidade de absorbancia a 235 nm por
minuto.

2.2.7. Determinagao da Atividade de Pectina-esterase (PE)

A atividade da PE foi determinada por dois métodos o espectrofotométrico
pelo qual era quantificado o metanol liberado no meio, de acordo com Wood &
Siddiqui (1971) e o titulométrico segundo Kotzekidou, 1991 e Alana et alii, 1989.

Em 2 mL de solugdo de pectina 0,1% (p/v) adicionou-se 4 mL de tampao
acetato pH 7,5 com 0,001 M de CaCl; e 2 mL de preparado enzimatico. A mistura
foi incubada a 25°C por 40 min. Uma unidade de PE foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1umol de metanol por min a 40°C.

Pelo método titulométrico foi determinado, por titulagéo potenciométrica, o
ndmero de moles de grupos carboxil que eram formados pela deesterificacdo da
pectina.

Em 5 mL de pectina citrica (0,5%, p/v) adicionou-se 3 mL de agua destilada
e 1 mL de preparado enzimético. A mistura de reagéo foi mantida a 30°C por 15
min. O acido liberado pela reago foi titulado continuamente até pH 7,0 com NaOH

0.1N. Uma unidade de PE foi definida como a quantidade de acido liberado em

pumol por min.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Determinag3o da Porcentagem de Pureza do Substrato Comercial

A fonte de carbono empregada nos processos fermentativos para a
producéo de enzimas pectinoliticas foi a pectina comercial tipo 8002 de baixo grau
de esterificacdo obtida da Braspectina SA. Para usar esse material como
substrato, fez-se necessario quantificar o real teor de pectina, ou seja, a pureza do
substrato comercial utilizado, através do método descrito no item 2.2.2. O grau de
pureza foi determinado pela equacao 2.1.

% Pureza - massa do substratox100 5 1

massa de pectina

Através da curva-padrio de pectina obtida pelo método (Figura A-1 do
Apéndice A) obteve-se a equacao 2.2 com coeficiente de correlacéo linear de
0,995.

_ A-01540

e 292
Rt 44787

onde, A = Absorbancia a 525 nm.

A percentagem de pureza foi determinada em trés amostras com diferentes
concentracdes de substrato. Obteve-se um valor medio de 80,32 + 1,94 % de
pureza, como mostra a Tabela 2.1. Com esse valor pode-se corrigir a massa de

pectina a ser adicionada na fermentagdo para que se obtenha 1% (p/v) da mesma.
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Tabela 2.1. Porcentagem de Pureza da pectina comercial tipo 8002.

Amostra Msubstrato (@) Mpectina () % Pureza
1 0,0152 + 0,0001 0,0118 = 0,0007 7820477
2 0,0305 = 0,0001 0,0253 £ 0,0001 82,89+0,18
3 0,0457 + 0,0001 0,0365 + 0,0004 79,87 +£0,97

2.3.2. Teste da inativagao Enzimatica

O teste foi realizado para verificar 0 tempo necessario para inativar
termicamente a exo-PG, quando se utilizou a enzima comercial Pectinex-3XL
(Novo Nordisk). A enzima foi mantida em banho-maria em ebulicdo em intervalos
de tempo variando de 5 a 25 min na auséncia de substrato e depois aplicada
nesse para ver o efeito na produgdo de agucares redutores, tomando-se como
padrao a enzima sem inativagao.

Observou-se que a porcentagem de aglicares redutores, expresso em acido
galacturénico, utilizando a enzima inativa foi em média 31,70 £ 0,78 % menor que
a amostra com enzima ativa (Figura 2.1 e Tabela A-1 do Apéndice A),
comprovando que n&o houve agdo enzimatica em todos os tempos utilizados e
que na estrutura da pectina ha agucares redutores. Ceci & Lozano (1998)
verificaram que a temperatura acima de 50°C propiciava o inicio da inativacao
enzimatica de endo-PG comercial apés a enzima estar a 30 min na temperatura
indicada e que a 70°C a atividade relativa caia a menos de 20%.

Com base neste resultado aplicou-se o tempo de 10 min para proceder &
inativacdo enzimatica de exo-PG e extrapolou-se o resultado para endo-PG e PL.
NZo foi possivel aplicar este procedimento para inativar PE nos ensaios realizados
por espectrofotometria, pois era necessario avaliar o numero de moles de metanol
produzido pela acdo da enzima e como O metanol tem ponto de ebulicédo de
64.5°C, a inativacdo térmica n&o se aplicava. Neste caso, inativou-se a enzima
através da adicdo de acido sulfdrico 2 M na proporgéo 1:1. Ceci & Lozano (1998)
obtiveram uma reducdo da atividade relativa de PE comercial de
aproximadamente 10% em pH 55 e de aproximadamente 5% a pH 6,0 para
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Pectinol A1 e Roéhapect D5s, respectivamente. J& Zheng & Shetty (2000)
observaram que a enzima exo-PG de Lentinus edodes era inativada a 85°C por

incubagao durante 20 min.
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Figura 2.1: Avaliagdo da inativagdo térmica da enzima exo-PG.

2.3.3. Avaliacao das Atividades Enzimaticas

2.3.3.1. Atividade de PE

A avaliacao da atividade enzimatica de PE foi realizada por dois métodos
diferentes: o espectrofotométrico (Wood & Siddiqui, 1971) pelo qual foi
quantificado o metanol liberado pela agao da enzima e o titulométrico (Kotzekidou,
1991, Alana et alii, 1989) pelo qual se avaliou o grupo carboxila produzido pela
acao da enzima. Os resultados da atividade enzimatica de PE em Pectinex-3XL
sao mostrados nas Figura 2.2 e 2.3 e nas Tabela A-2 e A-3 do apéndice A. A
amostragem foi feita a 40 e 60 min de reacéo.

Na determinacéo realizada em espectrofotdmetro a reacdo enzimatica se
processava em condicOes de velocidade inicial de reacdo até 60 min, ja no método
titulometrico a condicdo era verificada apenas nos primeiros 15 min da reacio.

Além disso, o método espectrofotométrico teve maior erro na determinacdo da

42



Capitulo 2: Estudo das Andlises Empregadas na Producio
e Purificacdo das Enzimas Pectinoliticas

atividade a 15 e 40 min de reagdo (18,9 e 6,9%, respectivamente) que no
procedimento em espectrofotometro a 40 e 60 min de reacdo (2,9 e 1,0%,
respectivamente). O método espectrofotométrico apresentou atividade enzimatica
inferior & obtida pelo método titulométrico, o que esta de acordo com Ceci &
Lozano (1998) que verificaram a mesma diferenga quando detectaram atividade

de PE de enzimas comerciais por métodos titulométrico e espectrofotométricos.
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Figura 2.2: Atividade de PE pelo método espectrofotométrico em fungéo do tempo

de reacao.

180

140

120

100

PE (U/mL)

40

20

0 10 20 30 40 50
Tempo (min)

Fig;lra 2.3: Atividade de PE pelo método titulomeétrico em funcdo do tempo de

reacao.
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Nos ensaios de fermentacdo necessitou-se de tempo de reagdo longo o
suficiente para que se pudesse detectar a menor atividade de enzima possivel,
mas de forma que a atividade enzimatica fosse determinada de forma
precisamente e nas condicdes de velocidade inicial, por isso passou-se a utilizar o
método espectrofotométrico.

Na determinagéo da PE a concentracdo de pectina recomendada foi de
0,1%, entretanto a pectina obtida da Sigma continha baixo grau de esterificacéo,
ou seja, a quantidade de metanol a ser liberado poderia ser tdo pouco que
prejudicaria a determinacao da atividade enzimatica, por isso estudou-se o efeito
da variagdo da concentragao da solugdo de pectina na atividade enzimatica. Os
resultados desta variagéo sdo mostrados na Tabela 2.2.

As solugbes apresentaram praticamente a mesma liberagdo de metanol,
desta forma a concentracao de pectina nao alteraria a atividade enzimatica, mas a
solugdo tornar-se-ia muito viscosa. Passou-se, entretanto, a utilizar a

concentracédo de 1% de pectina (p/v).

Tabela 2.2: Atividade enzimatica de PE pelo método titulométrico em diferentes

concentracdes de pectina.

Copectina (%, PIV) Cometano! (umol/mL) PE (U/mL)
0,1 0,132 + 0,00 13,19 + 0,00
0,5 0,133 + 0,00 13,35 + 0,00
1,0 0,137 + 0,00 13,75 =+ 0,40

2.3.3.2. Atividade de PL

Os valores das atividades enzimaticas de PL em diferentes tempos de
reacao sdo dados na Figura 2.4 e Tabela A-4 do Apéndice A.

Observa-se que a partir de 15 min de reagéo a enzima sofre inibicdo, pois
ocorre redugdo da atividade enzimatica. A condicdo de velocidade inicial para
determinar a atividade enzimatica € apenas satisfeita nos primeiros 15 min de
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reacdo. Portanto, esse foi o tempo de reagdo, utilizado na determinacdo da
atividade enzimatica de PL.
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Figura 2.4: Atividade de PL em func&o do tempo de reacéo.

2.3.3.3. Atividade de Exo-PG

Variando-se o tempo de reagcdo enzimatica entre 15 e 60 min observou-se
aumento da atividade enzimatica como mostra a Figura 2.5 e Tabela A-5 do
Apéndice A. Os resultados indicam que a reagdo nos tempos de até 30 min

encontrava-se em condi¢cGes iniciais de velocidade enzimatica.
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Figura 2.5: Atividade de exo-PG em fung&o do tempo de reacao.
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Para a determinacdo das atividades enzimaticas das pectinases comerciais
utilizou-se o tempo de 15 min, ja para as obtidas por fermentacéo usou-se o tempo
de 30 min de reacdo para que fosse possivel detectar a atividade enzimatica

mesmo no inicio da fermentagdo quando a atividade era muito baixa.

2.3.3.3. Atividade de Endo-PG

A endo-PG tem a capacidade de reduzir a viscosidade de solucdes
que contém pectina. Na determinacdo da atividade desta enzima define-se uma
unidade de endo-PG como a quantidade de enzima que reduz a viscosidade da
solugcdo do substrato a 50% por min. Na Figura 2.6 (Tabela A-6 do Apéndice A)
observa-se a reducéo da viscosidade de uma solucéo de pectina 1% em tampéo
acetato 0,1 M a pH 45 e 37°C pela acdo da enzima comercial Pectinex-3XL.
Observa-se que a reducdo da viscosidade da solugdo atingiu 50% da inicial
apenas no tempo de 160 min. Este tempo é bastante elevado para determinar a
atividade da endo-PG, e nos experimentos de fermentacdo em tempos iniciais, no

qual a atividade enzimatica & muito baixa a determinag@o estaria comprometida.

Viscosidade (cSt/s)

0 40 80 120 1860
Tempo (min)

Figura 2.6: Reducao da viscosidade de uma solugdo de Pectina 1% (p/v) em
tamp&o acetato 0,1 M a pH 4,5 e 37°C pela agdo da endo-PG em relacdo ao

tempo.
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Por estas razbes modificou-se a definicdo da unidade de endo-PG.

Manteve-se constante o tempo 15 min e determinou-se a porcentagem de reducao
da viscosidade da solugdo. Uma unidade de atividade de endo-PG foi definida
como a quantidade de enzima que reduz 1% da viscosidade da reacdo enzimatica
por min.
A condicdo de velocidade inicial foi mantida até o tempo de 60 min quando a
enzima passava a sofrer inibicdo, como mostra a Figura 2.7 e Tabela A-7 do
Apéndice A. Assim manteve-se o tempo de reacdo em 15 min para as enzimas
comerciais e 30 min para a enzima produzida por fermentacao.
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Figura 2.7: Atividade de endo-PG em relag&o ao tempo.

2.3.4. Influéncia dos constituintes dos sistemas aquosos bifasicos na

atividade enzimatica e nas concentracoes de proteina totais

A influencia dos constituintes do sistema na atividade das enzimas
pectinoliticas (enzima comercial Citrozym Cloudy 100L, que n&o contém PE) e na
concentracdo de proteinas totais foi estudada mais detalhadamente em sistemas
monofasico, utilizando os constituintes nas mesmas concentracdes que
apresentaram nas fases ricas em cada um para sistemas formados com ponto de

mistura na concentracdo de 20% do primeiro constituinte (PEG) e 15% do
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segundo constituinte (fosfato de potassio, citrato de sédio e maltodextrina): PEG
(41%), fosfato de potassio (22%), citrato de sddio (25%) e maltodextrina (60%).
Estes valores foram obtidos através dos diagramas de equilibrio reportados por
Albertsson (1986), Vernau & Kula (1990) e Silva (2000) mostrados nas Figuras A-2
a A-4 do Apéndice A. Os valores de referéncia foram obtidos com a dissolucéo da
enzima em agua destilada. Os resultados podem ser vistas pelas F iguras 2.8 a
2.11 e Tabelas A-8 a A-11 do Apéndice A.

A medida que aumentou a massa molecular do PEG o valor da
concentracao das proteinas totais aumentou e ficou préximo daquele obtido com a
agua (referéncia), ja@ para os sais, o fosfato apresentou menor interferéncia (-
0,8%), como mostra a Figura 2.8.
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Figura 2.8: Interferéncia dos constituintes das fases do sistema aquoso bifasico
na concentracao de proteina.

Exceto com PEG-400 (12,7% de aumento) as atividades de PL foram
inferiores & referéncia. A maltodextrina influenciou a atividade de exo-PG
(1135,7%), e exceto para fosfato e citrato todos os constituintes do sistema
induziram a redug&o da atividade de exo-PG em relacéo a referéncia. Aumento de
atividade enzimatica na presenca de PEG foi também observado por diversos
autores. Levin & Forchiassin (1998) verificaram que o aumento de atividade de

poligalacturonase de Trametes trogii por PEG era devido & permeabilidade e/ou
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promogao da liberacdo da enzima. Chen & Lee (1999) obtiveram aumento da
atividade de quitanase de 13,6 para 25 8 U/mL e Bradoo et alii (1998) observaram
aumento de 3,5 vezes na deteccdo de lipase.

A interferéncia provocada pelos componentes das fases na atividade de
endo-PG foi relativamente baixa (maximo de —3,7%), pois ela sempre ficou

proxima aquela atividade obtida em agua.
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Figura 2.9: Interferéncia dos constituintes das fases do sistema aquoso bifasico
na atividade de PL.
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Figura 2.10: Interferéncia dos constituintes das fases do sistema aquoso bifasico

na atividade de exo-PG.

49




Capitulo 2: Estudo das Analises Empregadas na Producéo
e Purificacdo das Enzimas Pectinoliticas

12000
endo-PG= 11267 ,63U/m| -
11000 :
—_ 4
E —- e ;‘ _{’ii
= 10000 } e
Q
o g k. 4
g A :
£ o k
= |
9000 % = ;
) E:
i
i ol
qL | —
400 10000 Citrato Agua
1450 8000 Maltodextrina  Fosfato

Constituintes

Figura 2.11: Interferéncia dos constituintes das fases do sistema aquoso bifasico
na atividade de endo-PG.
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2.4. CONCLUSOES PARCIAIS

A pectina comercial, tipo 8002 com baixo teor de esterificagao, apresenta
80,32 + 1,94 % de pureza.

A inativacdo da exo-PG em banho-maria em ebulicao mostra-se eficiente
mesmo em tempos curtos como 5 min. Porém, deve ser aplicado tempo de
inativacdo igual a 10 min, para se ter certeza da inativag&o.

Na determinacdo de PE ocorre diferencas no valor da atividade enzimatica
calculada. O método espectrofotométrico apresenta O menor erro guando
comparado com o método titulométrico. Este pode ser executado sem alterar a
condicao de velocidade inicial enzimatica até 60 min, enquanto aquele apenas até
15 min. O método espectrofotométrico mostra-se mais flexivel com relagdo ao
tempo de execugdo da reacao enzimatica. N3o ha grande diferenga de atividade
enzimatica com diferentes concentragbes de substrato (pectina em tampao
acetato 02 M com CaCl; 0,001 M a pH 7.5). Entretanto foi utilizado a
concentracéo de 1% (p/v).

A reacdo enzimatica, para determinacdo de PL, pode ser realizada em
condigdes de velocidade inicial até o tempo de15 min, quando entao passa a
sofrer inibicao. Ja para a exo-PG e endo-PG a reacéo pode ser executada até 30
min de reagao.

A reducgdo da viscosidade da solugdo de pectina 2% (p/v) ,pela acédo da
endo-PG, requer tempos elevados (acima de 160 min) para atingir 50% da
viscosidade inicial, por isso deve-se fixar o tempo de 15 min e 30 min para a
enzima comercial e produzida por caldo fermentado, respectivamente.

O aumento da massa molecular dos PEG'’s diminui a interferéncia destes na
determinacdo da concentracéo de proteina, exceto para PEG-8000. Ja para o
segundo constituinte, o fosfato € o0 que apresenta menor interferéncia. Exceto
PEG-400 todos os constituintes do sistema inibem a atividade de PL. Ja a
atividade de exo-PG é ativada, sendo que a maltodextrina aumenta mais de 10
vezes a atividade enzimatica. Endo-PG praticamente n&o sofre influéncia dos

constituintes formadores do sistema aquoso bifasico.
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CAPITULO 3

PRODUGAO DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS POR FERMENTAGAO
SUBMERSA
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3.1. INTRODUGAO

Enzimas s&o biocatalizadores que podem acelerar a velocidade de reacdo.
S&o conhecidos diversos tipos de enzimas com atuacdo em diferentes substratos.
dentre estas, pode-se citar as pectinases que sdo capazes de degradar pectina.
Estas enzimas sao responsaveis pelo processo de maturacdo de frutos na
natureza. S&o produzidas por uma grande variedade de microrganismos e
utilizadas em muitos processos industriais. Estao divididas segundo seu modo de
atuacao no substrato e podem ser hidrolases, liases e esterases. Dentre suas
aplicagbes destaca-se a reducdo de viscosidade, o que facilita a obtencdo de
Sucos concentrados € no processo de clarificaggdo de vinhos, por isso a
iImportancia da producédo de poligalacturonases.

Comercialmente, as enzimas pectinoliticas sdo produzidas por fungos,
sendo quase exclusivamente obtidas por Aspergillus niger, e apresenta-se como
complexo multienzimatico. Para sua aplicacéo em processos de purificacdo faz-se
necessario o conhecimento da cinética de producdo enzimatica para a correta
escolha do tempo de fermentacdo bem como das melhores condicbes a serem
empregadas.

O objetivo deste capitulo é selecionar o melhor microrganismo produtor de
pectinases entre trés diferentes fungos e uma levedura, e do melhor meio de
cultura dentre os utilizados na literatura, buscando a determinagio do tempo de
fermentagdo onde ocorre a maxima atividade enzimatica. Estes resultados sdo

usados nos capitulos subsequentes.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Microrganismos e Meio de Cultura

Utilizou-se Picchia canadensis CCT-2636, Penicillium italicum 1Z-1584,
Humicola grisea CCT-2664 e Aspergillus niger NRRL-3122 para produzir as
enzimas pectinoliticas. Estes microrganismos foram obtidos da Fundacdo de
Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” e do Instituto Zimotécnico da ESALQ. Os
microrganismos foram mantidos em estoque em agar inclinado de acordo com o
catalogo da Fundagao “André Tosello”. A composicédo dos meios de cultura

testados € mostrada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Composi¢éo dos meios de cultura.

Componentes Composicao

Meio 01® Meio 02® Meio 03

% (p/v) % (p/v) % (p/v)

(NH4)2804 0,66 - 0,1
NaNO3 - 0,2 -
KH2PO4 0,35 0,005 0,05
K2SO04 - 0,035 -
FeSO4 0,015 0,001 -
MgCl - 0,02 -
MgS04.7H20 0,01 - 0,05
Pectina 1 1 1
Extrato de - - 0,2
levedura
Glicose - - 9
Sacarose - 3 -

@pereira et alii (1993), PAlana et alii (1990); “’Ruiz et alii (1988).
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3.2.2. Condi¢oes das Fermentagdes

Utilizou-se um fermentador de bancada (Fermentador LSL - Biolafite SA de
6 L de capacidade) com volume de trabalho de 4 L. As fermentacdes com os
fungos ocorreram a pH inicial de 4,5; agitacdo de 200 rpm, indculo contendo
aproximadamente 4 x 10" esporos/mL (10% do volume do meio a ser
fermentado), aeracdo de 0,5 vvm e temperatura de 28°C. A fermentacdo, com
levedura, foi realizada a pH 5,0, agitacdo de 400 rpm, temperatura de 28 °C,
aeracdo de 0,5 vvm e indculo composto de caldo de cultura fermentado por 96 h

(10% do volume do meio).

3.2.3. Determinagdo da Massa Celular Seca

As células de leveduras foram separadas do meio de cultura por
centrifugacdo e as de fungo foram separadas por filtragdo em papel de filtro
Whatmann n° 52. Em seguida as células foram secas em estufa a vacuo a 60°C

até peso constante.

3.2.4. Determinagao da Concentragao de Proteinas Totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Lowry (1952)

utilizando Albumina Bovina como padréo.

3.2.5. Determinagao da Concentragao de Pectina

Pectina foi determinada pela quantificacdo da concentracédo de acido
galacturénico, antes e depois da acado de 0,25 mL de Pectinex 3XL em 25 mL de
caldo de cultura. A concentracao de pectina foi calculada pela equacéao 3.1.
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Cpectina =Caed — Caca 3.1

onde: Cpectina = Concentracao de pectina (g/L).
Caca € Caca = Concentrag@o de acido galacturdnico antes e depois da agéo
da Pectinex 3XL, respectivamente.

3.2.6. Determinagao da Concentragao dos Acucares Redutores

A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo método de
Somogy (1952).

3.2.7. Determinacgao da Concentragao de Metanol

A concentracdo de metanol foi determinada pelo método de Wood &
Siddiqui (1971).

3.2.8. Determinacao da Concentragao de Glicose

A concentracdo de glicose foi determinada conforme o procedimento do
catalogo técnico do reagente Glicose Enz-Color. Em 20 ul da amostra foram
adicionadas 2,5 mL do reagente e a mistura foi incubada a 37°C por 10 min. A
absorbancia foi lida a 510 nm. Esta leitura foi comparada com a de uma solugao
padrao de glicose (0,1%, p/v). A concentragdo de glicose foi calculada pela

equagao 3.2.

_A

amostra
glicose — 32

C
Apa:‘lr'aao
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onde: Cgicose = Concentracao de glicose (g/L).

Aamostra € Apadrao = Absorbancia da amostra e do padrao, respectivamente.

3.2.9. Determinacao da Concentracdo de Sacarose

A sacarose foi hidrolisada pela adigdo de 2 mL de HCl| 2 M em 2 mL de
amostra, que foram levados a banho-maria em ebulicdo por 5 min. A mistura foi
posta em banho de gelo e adicionado 2 mL de NaOH 2 M.

Determinou-se a concentracdo da glicose antes e depois da hidrdlise (item
3.2.8). A concentragdo de sacarose foi determinada por estequiometria, levando-
se em consideracdo a glicose produzida apenas pela hidrélise acida da sacarose
(diferenca entre a concentracdo de glicose depois e antes da hidrolise) como
mostra a equacgéao 3.3.

Csacarore = ng -Cga 3.3

onde: Csacarose = Concentragdo de sacarose (g/L).

Cqa  Cga = Concentragéo de glicose depois e antes da hidrolise.

3.2.10. Determinacgao da Atividade de Poligactoronase (PG)

As atividades de endo e exo-PG foram determinadas de acordo com
Kotzekidou (1991) e Pereira et alii (1993).

As misturas de reacao foram descritas nos itens 2.2.5 e 2.2.6 do capitulo 2.
Uma unidade de endo-PG foi definida como a quantidade de enzima que reduz
1% da viscosidade da reacdo enzimatica por min, € uma unidade de exo-PG foi
definida como a guantidade de enzima que libera 1 umol de acido galacturénico
por min a 37°C e pH 4,5.
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3.2.11. Determinacgao da Atividade de Pectina-liase (PL)

A atividade de PL foi determinada pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 235 nm, devido & producdo de compostos 4,5 insaturados
(Albersheim & Killias, 1962; Alana et alii, 1989).

A mistura de reacdo enzimatica foi descrita no item 2.2.7 do capitulo 2 e
uma unidade de PL foi definida como a quantidade de enzima que produz um

aumento de uma unidade de absorbancia a 235 nm por min.

3.2.12. Determinacao da Atividade de Pectina-esterase (PE)

A atividade da PE foi determinada pela quantificacdo do metanol liberado

no meio.
A mistura de reacdo enzimatica foi descrita no item 2.2.8 do capitulo 2, e

uma unidade de PE foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de

metanol por min a 40°C.

99




Capitulo 3: Produgido das Enzimas Pectinoliticas
por Fermentagdo Submersa

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Fermentacio com Picchia canadensis CCT-2636

Utilizando a composicdo dos meios 1 e 2 em tubos com agar inclinado
observou-se que Pichia canadensis CCT-2636 nao cresceu nestes meios, o0 que
esta de acordo com Espinosa ef alji (1992), que verificaram apenas a producao de
pectinases de Kluyveromyces maxianus guando glicose e lactose estavam
presentes no meio fermentado.

Na fermentagdo do meio 3 por Pichia canadensis CCT-2636, como
mostram as Figuras 3.1 e 3.2 e Tabelas B-1 e B-2 do Apéndice B. Observou-se
que ocorria fase estaciondria de crescimento celular entre 24 e 96 h de
fermentacdo, sem, no entanto, aumentar a atividade das enzimas pectinoliticas
produzidas. Cruz-Gurrero et alii (1999) verificaram que a maxima biomassa
produzida na fermentacdo com kluyveromyces marxianus foi de 2 16 g/L a 35°C.
As enzimas pectinoliticas foram produzidas de forma irregular, exceto a endo-PG
que teve um aumento de atividade com o tempo, chegando a 18,28 + 1,85 U/mL
em 168 h. Schwann et alii ( 1997) observaram que, utilizando leveduras, as PG'’s
eram produzidas na fase estacionaria e que PL e PE n&o eram produzidas.

A exo-PG apresentou duas regides de produgdo, uma no inicio da
fermentag&o e outra apds 120 h. A atividade maxima f0i 0,15+ 0,03 U/mL a 144 h,
Gainvors et alii (1994) obtiveram atividade de 1 U/mL de exo-PG em fermentacoes
com Saccharomyces cerevisae, ja Cruz-Guerreiro et alii (1999) observaram uma
atividade de 0,27 uU/mL com Kluyveromyces marxianus. PL foi produzida
somente na fase estacionaria de crescimento celular com atividade maxima de
0,210 + 0,002 U/mL a 96 h. A producéo de PE teve um comportamento oscilatorio
durante a fermentacdo, com atividade maxima a 96 h (0,028 + 0,001 U/mL),
Gainvors et alii (1994) obtiveram atividade de 0,038 U/mL apdés 3 dias de
fermentacdo. O pH da fermentac&o iniciado em 5,0 decresceu, mas apés 72 h de
fermentacdo aumentou gradativamente. Na fermentacdo com Kluyveromyces
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fragilis, Garcia-Garibay et ali (1987) verificaram gqueé O pH decrescia

continuamente com o tempo de fermentacao.
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Atividade (U/mL) C (g/L) pH

Atividade (U/mL)

Atividade (U/mL})

120 144 168 192

Q 24 48 72 96
Tempo (h)

Figura 3.1: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-H, PL-A exo-PG-Oe
endo-PG-@), da concentragdo de massa seca (®) e do valor do pH (4) na

fermentacdo de pectina comercial tipo 8002 por Pichia canadensis CCT-2636 a
28°C e pH inicial 5,0 (meio 3).

O consumo de glicose nas primeiras 24 h foi bastante elevado (73,53%),
pois sendo de mais facil assimilagéo pelo microrganismo foi rapidamente
degradado, contribuindo para produgao de massa celular. O decréscimo da
concentracdo de proteina foi devido, possivelmente, ao consumo das proteinas

contidas no extrato de levedura durante as primeiras 24 h de fermentagéo, apos
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este periodo a concentracao de proteinas no meio aumentou devido,
provavelmente, & producdo de enzimas pécticas e de outras enzimas e matéria

protéica.

C(glL)
i
2

0 24 48 72 9 120 14 168 152
Tempo (h)

Figura 3.2: Comportamento do valor do PH (A) e das concentragbes de proteina
(L) e glicose (<) na fermentacdo de pectina tipo 8002 por Pichia canadensis
CCT-26364 a 28°C e pH inicial 5,0 (meio 3).

3.3.2. Fermentagoes com Penicillium italicum 1Z-1584
Quando o meio 1 foj fermentado utilizando-se Penicillium italicum 1Z-1584

(Figura 3.3 e Tabela B-3 do Apéndice B), houve uma nitida fase de crescimento

estacionario entre 48 e 120 h de fermentacao.
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Verificou-se o crescente aumento das atividades enzimaticas com o tempo
e o simultaneo consumo de pectina mesmo apds o microrganismo ter entrado em
fase de morte celular, o que esta de acordo com Brumano et alii (1993), que
utilizando Penicillium griseoroseum, verificaram que a atividade de PL aumentava

somente apods a fase de morte.
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Figura 3.3: Comportamento das atividades enziméaticas (PE-H, PL-A exo-PG-O e
endo-PG-@), das concentracdes de massa seca (#), de proteina (L) e de pectina
(%) e do valor do pH (A) na fermentagdo de pectina comercial tipo 8002 por
Penicillium italicum 1Z-1584 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 1).
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Este aumento de atividade no final da fermentacdo deve estar relacionado
com a tentativa do microrganismo metabolisar o restante de pectina presente no
caldo. Foi também ao final da fermentacdo que se obteve a maior atividade
enzimatica para PE (0,026 + 0,000 U/mL a 192h), PL (0,190 + 0,030 U/mL a 240
h), endo-PG (12,21 £ 0,00 U/mL a 240 h) e exo-PG (0,25 £ 0,02 U/mL a 216 h).
Notou-se também que nestes tempos de fermentacéo a concentragao de proteina
foi maxima (0,11 + 0,02 e 0,09 + 0,02 g/L a 216 e 240 h, respectivamente). O pH
final da fermentacdo atingiu valores acima do pH inicial. Alana et alii (1989)
observaram o aumento do pH da fermentacdo somente apés 144 h e que
atividade méaxima de PL ocorria na fase exponencial de crescimento (31,6 uU/mL)
que esta muito abaixo do valor obtido neste trabalho.

Os resultados da fermentagéo do meio 2 com Penicillium italicum 1Z-1584
sao mostrados nas Figuras 3.4 e 3.5 e Tabelas B4 e B-5 do Apéndice B. Estes
resultados demonstraram que o microrganismo estendeu sua fase de crescimento
exponencial até 96 h com a mais alta producdo de PE ocorrendo a 72 h (0,067 +
0,005 U/mL). Singh et ali (1999a) verificaram que a maxima atividade de
pectinase de Bacillus sp. ocorria na fase estacionaria de crescimento celular.
Entretanto, no presente trabalho, foi apos esta fase que se obteve a maior
atividade de exo-PG (0,59 + 0,07 U/mL a 144 h) e onde PL foi detectada, apesar
de ter uma atividade bem baixa (0,020 + 0,000 U/mL a 120 h).

A pectina foi consumida lentamente durante a fermentacéo, ja que o meio
continha acucares mais faceis de serem degradados. No caso da proteina a maior
concentragao entre 24 e 120 h, quando ocorreu a producdo simultanea de exo-PG
e PE. A sacarose foi consumida gradativamente ao longo das 48 h iniciais de
fermentac&o. Para ser consumida ela foi primeiramente transformada em glicose e
frutose pela provavel agdo de invertase (que foi, possivelmente, produzida no
inicio da fermentago), o que justifica a flutuacdo no valor da concentracao de
glicose, como mostra a Figura 3.5. O pH da fermentacéo apresentou um
acréscimo apds 144 h, devido ac consumo de substancias de carater acido

geradas pela acdo da PE.
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Figura 3.4: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M, PL-A, exo-PG- O
e endo-PG-@®) e das concentracées de massa seca (@), de proteina (L) e de
pectina (%) e do valor do pH (4A) na fermentacdo de pectina comercial tipo 8002
por Penicillium italicum 1Z-1584 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).

Quando o meio 3 foi fermentado por Penicillium italicum 1Z-1584 (Figuras
3.6 e 3.7 e Tabelas B-6 e B-7 do Apéndice B), verificou-se que ocorria uma fase
de crescimento estacionario entre 48 e 192 h de fermentacdo. As enzimas endo-

PG e PE apresentaram atividade maxima na fase de morte celular, 8,37 = 0,00
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UmL e 0,011 + 0,001 U/mL, respectivamente, embora a endo-PG tenha
apresentado uma regidao com atividade elevada na fase de crescimento
estacionario. As enzimas exo-PG e PL tiveram méximo de atividade dentro da fase
de crescimento estacionario, 0,17 = 0,00 U/mL a 96 h e 0,240 + 0,000 U/mL a 72
h, respectivamente. Manachin et alii (1998) obtiveram aumento da atividade de PG

na fase de crescimento exponencial com Aureobasidium pullulans.

C (g/L)
|
/

0 24 48 T2 % 120 14 188 192
Tempo (h)

Figura 3.5: Comportamento do valor do pH (A) e das concentracdes de glicose
(<) e sacarose (+) na fermentagdo de pectina tipo 8002 por Penicillium italicum
1Z-1584 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).
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Figura 3.6: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O
e endo-PG-@), da concentragéo de massa seca (#), de proteina ([J) e de pectina
(%) e do valor de pH (A) na fermentagdo de pectina comercial tipo 8002 por
Penicillium italicum 1Z-1584 a 28°C e pH inicial 5,0 (meio 3).

A glicose foi praticamente toda consumida até 144 h de fermentacao e o pH
decresceu gradativamente, como mostra a Figura 3.7. Apesar da producéo de
enzimas pectinoliticas, a concentracéo de proteina total diminuiu até 144 h, isto
devido ao consumo das substancias protéicas presente no extrato de levedura que
estava presente no meio. O valor do pH da fermentag&o decresceu com o tempo e
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manteve-se constante apds 120 h, ja a concentracdo de pectina foi fortemente

consumida durante a fermentacgéo.
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Figura 3.7: Comportamento do valor do pH (A) e das concentragdes de proteina

() e glicose (<) na fermentacado de pectina tipo 8002 por Penicillium italicum 1Z-

1584 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 3).

Comparando-se as fermentagdes com Penicillium italicum 1Z-1584 observa-

se que o meio contendo glicose (meio 3) foi o mais efetivo para a producdo de
biomassa e de PE (0,067 + 0,005 U/mL a 72 h) que o meio contendo apenas
pectina como fonte de carbono e indutor (0,013 + 0,005 U/mL a 192h) e que o
meio contendo sacarose (0,013 U/mL). Exo-PG foi produzida com maior atividade
no meio contendo sacarose, ja endo-PG e PL n&o sofreram represséo pela adicéo
de sacarose e glicose. Chane & Shewale (1995) observaram que o meio contendo

apenas pectina como fonte de carbono foi 0 mais propicio a produgéo de PE.
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Os pHs das fermentacGes aumentaram ao final desta e a concentragéo de
proteina foi menor no meio contendo pectina como fonte de carbono,

possivelmente devido a menor producdo de outras enzimas neste meio.

3.3.3. Fermentagoes com Humicola grisea CCT-2664

Na fermentacdo do meio 1 com Humicola grisea CCT-2664 verificou-se,
pela Figura 3.8 e Tabela B-8 do Apéndice B, que a concentragéo de pectina
decresceu gradativamente durante a fermentacdo, j& a massa seca atingiu a

maxima concentracdo em 72 h (6,36 g/L).

O teor de proteina oscilou durante a fermentacéo entre 0,01 + 0,000 a 0,23
+ 0,028 g/L. O pH decresceu atingindo o menor valor em 48 h de fermentacao

(2,86), porém, ao final do processo fermentativo, encontrava-se em 4,43.

Esta fermentacdo apresentou baixa atividade de PL, sendo que sua
atividade maxima ocorreu a 24 h (0,02 + 0,000 U/mL). A exo-PG teve uma
producéo praticamente constante apés 96 h com maior atividade obtida a 192 h
(0,16 + 0,01 U/mL). A endo-PG foi produzida ao final da fermentag&o, com
atividade maxima de 15,87 + 3,32 U/mL a 240 h. Nozaki et alii (1997) observaram,
nas fermentacdes com Alternaria mali, que atividades elevadas de exo-PG fora
obtidas ap6s 216 h de fermentagdo e que os valores maximos de PE e PL eram
0,009 U/mL e 0,008 U/mL, respectivamente, que sdo menores que 0s obtidos com

Humicola grisea CCT-2664 neste trabalho.

Os resultados da fermentacdo de meio 2 por Humicola grisea CCT-2664
sao mostrados nas Figuras 3.9 e 3.10 e Tabelas B-9 e B-10 do Apéndice B.
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na fermentacao.
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Figura 3.8: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M, PL-A exo-PG-O e
endo-PG-@), das concentragées de massa seca (#), de proteina (LJ) e de pectina
(*) e do valor do pH (4) na fermentagdo de pectina comercial tipo 8002 por
Humicola grisea CCT-2664 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 1).

A concentracdo de pectina manteve-se praticamente inalterada até 72 h
quando o consumo de sacarose foi muito elevado. Apds este intervalo de tempo, a
pectina passou a ser consumida mais rapidamente. A concentracdo de proteina

aumentou com o tempo devido a produg&o de enzimas e massa protéica geradas
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A PE apresentou producéo constante entre 48 e 144 h de fermentacao com
valor de a 0,030 U/mL, enquanto PL e endo-PG néao foram detectadas. Exo-PG foi

produzida irregularmente e teve atividade maxima em 240 h (0,11 + 0,03 U/mL).

Fonseca et alii (1995) somente detectaram maximos de atividade de exo-PG apos

48 h de fermentacdo. Kotzekidou (1991) ndo conseguiu produzir PE e PL nas

fermentacdes com Byssochlamps fulva o que demonstra que cada microrganismo

tem caracteristicas proprias na produgdo de determinado tipo de pectinase.
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Figura 3.9: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-H, PL-A, exo-PG-O

e endo-PG-@) e das concentracbes de massa seca (#), de proteina () e de

pectina (%) e do valor do pH (4) na fermentacao de pectina comercial tipo 8002
por Humicola grisea CCT-2664 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).
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O consumo de sacarose foi continuo e gradativo. Apds 3 h houve uma
reducdo de 60% da sua concentracdo inicial. Novamente verificou-se uma
variacao da concentracdo de glicose, devido & liberacao desta pela quebra da
sacarose e subsequente consumo da mesma, como mostra a Figura 3.10.

0 28 &8 72 9% 120 144 188 192 M6 240
Tempo (h)

Figura 3.10: Comportamento do valor do pH (A) e das concentragdes de glicose
(<) e sacarose (+) na fermentacdo de pectina tipo 8002 por Humicola grisea
CCT-2664 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).

Os resultados obtidos na fermentacdo do meio 3 por Humicola grisea CCT-
2664 sao apresentados nas Figuras 3.11 e 3.12 e Tabelas B-11 e B-12 do
Apéndice B. Verificou-se que entre 96 e 216 h o microrganismo estava em fase de
crescimento estacionario. A concentragdo de proteina diminuiu com o tempo,
indicando que houve consumo do nitrogénio do extrato de levedura, uma vez que
este foi determinado como proteina. Ao final da fermentacdo a concentragéo de
proteina sofreu flutuacdo provavelmente devido & producdo de outras enzimas

(que nao s&o determinadas) e compostos protéicos.
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Para a PE, a fermentacdo apresentou duas etapas de producdo, uma no
inicio da fermentacéo e outra com atividade estavel apdés 168 h com maior
atividade ocorrendo a 240 h (0,043 = 0,000 U/mL). Endo-PG foi detectada
somente apos 120 h de fermentacdo com aumento continuo de atividade até o
final da fermentacé&o (30,67 + 0,00 U/mL), Ros et alii (1991) verificaram a atividade
maxima de endo-PG de Rhizopus nigrans igual a 18 U/mL que corresponde
aproximadamente a metade da atividade encontrada neste trabalho.
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Figura 3.11: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O
e endo-PG-@®), da concentragdo de massa seca (#), de proteina ([1) e de pectina
(%) e do valor do pH (A) na fermentacéo de pectina comercial tipo 8002 por
Humicola grisea CCT-2664 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 3).
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No caso da PL obteve-se um valor elevado no inicio da fermentacéo (0,140
+ 0,002 U/mL), mas produgdo continua so6 foi verificada apenas a partir de 192 h.
Ja a exo-PG também teve duas regiées de producdo com maior atividade de 0,15
+ 0,07 U/mL a 72 h. Comparando-se os resultados das atividades de exo-PG de
Humicola grisea CCT-2664 com os obtidos por Baracat et ali. (1989), verificou-se
que o menor valor de atividade encontrado (0,05 U/mL) foi 29 vezes maior que o
obtido pelos autores, que utilizaram Humicola sp. (0,017 U/mL).

A pectina foi consumida rapidamente somente apds 168 h quando nao era
detectada a presenca de glicose. Durante o consumo de pectina na auséncia de

glicose verificou-se a maior produgéo enzimatica.
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Figura 3.12: Comportamento do valor do pH (A) e das concentracdes de proteina
(0J) e glicose (<) na fermentagéo de pectina tipo 8002 por Humicola grisea CCT-
2664 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 3).
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Nos meios de cultura contendo glicose (meio 3) observou-se a maior
producao das PG. A PE foi reprimida pela presenca de glicose e sacarose sendo
produzida com maior atividade no meio 1 (contendo apenas pectinas)
diferentemente da PL que teve maior produgdo em meio contendo glicose. Esta
maior atividade da enzima na presenca de glicose foi verificada também por Alafia
et ali (1989) nas fermentagdes com Aspergillus niger em um fator de 2 vezes.
Tachet & Fevre (1996) atribuem o efeito de repressao de glicose na producao de
algumas pectinases ao decréscimo de secreg¢ao de proteinas. O meio 3 continha
extrato de levedura o que fez a concentracdo de proteina ser mais elevada e
declinar com o tempo devido ao consumo das proteinas do extrato de levedura na

produgao das enzimas necessarias ao crescimento do microrganismo.

3.3.4. Fermentagdes com Aspergillus niger NRRL-3122

Nas fermentagcbes do meio 1 utilizando Aspergillus niger NRRL-3122,
observou-se, através da Figura 3.13 e Tabela B-13 do Apéndice B, que houve um
aumento do pH do meio apés 96 h, atingindo valores acima do inicial (4,5) ao final
da fermentacdo (5,73). A maior concentragdo de massa seca ocorreu a 144 h
(3,96 g/L), com crescimento estacionario ocorrendo entre 24 e 168 h.

A pectina foi consumida lentamente até 96 h, quando houve uma redugéao
acentuada da sua concentracdo. Schmidt et ali (1995) observaram que o
consumo de pectina no meio fermentado era continuo e passava de 20,9 g/L no
inicio da fermentacéo para 0,8 g/L ao final da mesma. A concentragdo de proteina
foi maxima a 72 h (0,45 + 0,026 g/L). As enzimas apresentaram maior atividade na
fase de morte celular. PL teve 0,080 + 0,005 U/mL (168 e 192 h), exo-PG 0,17 +
0,00 U/mL (216 h) e endo-PG 24,89 + 3,36 U/mL (192 h), ja PE teve maior
atividade na fase de crescimento estacionario igual a 0,044 + 0,001 U/mL (144 e
168 h).
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Figura 3.13: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-H, PL-A, exo-PG-O
€ endo-PG-@), das concentragSes de massa seca (#), de proteina (1) e de
pectina (%) e do valor do pH (A) na fermentacdo de pectina comercial tipo 8002
por Aspergillus niger NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 1).

Na fermentac&o de meio 2 por Aspergillus niger NRRL-3122 (Figuras 3.14 e
3.15 e Tabelas B-14 e B-15 do Apéndice B) nédo se pode estabelecer as fases de
crescimento celular, j@ que o microrganismo cresceu descontinuamente,
apresentando uma concentragéo mais alta a 120 h de fermentagéo (18,69 g/L). A
concentracao de pectina diminuiu lentamente e a de proteina comportou-se como
nas outras fermentagdes utilizando meio 2. Friedrich et alii (1 992) nao observaram

correlacao entre a concentracdo de sacarose no meio e a producéo de proteinas.
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Praticamente ndo houve produgao de PE, que foi somente detectada a 144

h (0,030 + 0,000 U/mL), possivelmente isto ocorre devido a agéao de proteases que

sdo formadas durante a fermentagcdo. Sapunova et ali (1997) observaram

atividades elevadas de protease (25 + 0,9 U/mL) durante a producédo de

pectinases (1,03 + 0,05 U/mL) com Aspergillus aliceus.

Atividade (U/mL)  Atividade (U/mL) Cl) pH

Atividade (U/mL)

8.0

4.0

0.0

200

10.0

0 24 48 72 9 120 144 188 192 216 240
Tempo (h)

Figura 3.14: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O

e endo-PG-@®) e das concentracdes de massa seca (#), de proteina (L1) e de

pectina (%) e do valor do pH (A) na fermentacdo de pectina comercial tipo 8002

por Aspergillus niger NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).
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PL e endo-PG foram produzidas de forma irregular, com maxima atividade
sendo detectada a 192 h (0,030 + 0,005 U/mL e 16,71 = 1,63 U/mL,
respectivamente), Friedrich et alii (1992) obtiveram 20 U/mL de atividade de endo-
PG em meio contendo 15% de sacarose, que é 5 vezes maior do que aquela
utilizada neste trabalho. Diferentemente a exo-PG apresentou maior atividade no
inicio da fermentacao (1,14 + 0,118 U/mL a 48 h). O pH da fermentac&o diminuiu

com o tempo, e a sacarose presente foi consumida em 24 h.

\\

0 24 48 72 88 120 144 188 182 216 240
Tempo (h}

Figura 3.15: Comportamento do valor do pH (A) e das concentracdes de glicose
(<) e sacarose (+) na fermentacdo de pectina tipo 8002 por Aspergillus niger
NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 2).

Observando-se os resultados da fermentacdo do meio 3 por Aspergillus
niger NRRL-3122, apresentados nas Figuras 3.16 e 3.17 e Tabelas B-16 e B-17
do Apéndice B, verificou-se que a massa seca aumentava gradativamente com o

tempo de fermentacdo até atingir 12,12 g/L ao final da mesma, enquanto 0
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consumo de pectina foi de 76,83% nas primeiras 24 h de fermentagdo. A

concentracdo de proteina variou com o tempo, sendo maxima a 72 h (1,17 + 0,06

glL).

Atividade (U/mL)  Atividade (U/mL) C(glL) pH

Atividade (U/mL)

8.0

40

0.0

16.0

8.0

72 96 120 144 168 192 216 240
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Figura 3.16: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-H, PL-A, exo-PG-O

e endo-PG-@), da concentragdo de massa seca (), de proteina ([J) e de pectina

(%) e do valor do pH (A) na fermentacdo de pectina comercial tipo 8002 por
Aspergillus niger NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 3).

A maior atividade de PE (0,044 + 0,005 U/mL) ocorreu a 96 h. PL e endo-

PG comecaram a ser produzidas a partir de 240 e 168 h, respectivamente, com
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atividades maximas ao final da fermentagcdo 0,02 + 0,003 U/mL e 53,39 + 3,44

U/mL, respectivamente.
O pH apresentou, novamente, um decréscimo atingindo um valor de 2,74
ao final da fermentag&o, enquanto que a glicose foi integralmente consumida em

96 h, como mostra a Figura 3.17.

2 0 | : | | | i | | | I ! I ! i | |
0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

Figura 3.17: Comportamento do valor do pH (A) e das concentracdes de proteina
(1) e glicose (<) na fermentacdo de pectina tipo 8002 por Aspergillus niger
NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5 (meio 1).

Nas fermentacbes com Aspergilius niger NRRL-3122, observou-se que nos
meio que continham agucares as concentragdes de massa seca foram mais altas.
Friedrich et ali. (1992) observaram que, nos meios contendo pectina (2%) e
sacarose (0,5%), a producdo de massa seca foi mais elevada que a dos meios

que continham apenas sacarose.
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A producéo de PE foi mais acentuada no meio contendo pectina como fonte
de carbono (1,41 U/mL a 144 h), o que esta de acordo com Friedrich et alii (1992),
que obtiveram atividade enzimatica maxima no meio contendo somente pectina.

Novamente foi notado que os agucares sdo facilmente utilizados pelo
microrganismo na producdo de biomassa o que pode ser observado pelos maiores
valores em meios contendo glicose (12,12 g/L a 240 h) e sacarose (18,69 g/L a
120 h) que no meio contendo apenas pectina (3,96 g/L).

As PG foram produzidas com maior atividade na presencga de glicose o que
nao foi verificado para PE e PL. Pereira et ali (1993) ndo observaram efeito
positivo da presenca de glicose na producao de PG com Aspergillus niger, o que
demonstra que mesmo microrganismos iguais sao influenciados pelas condi¢bes

do meio na produgéo enzimatica.
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3.4. Conclusoes Parciais

Aspergillus niger apresenta a melhor producdo de PG, que outros
microrganismos utilizados. Ja PE e PL apresentam maior atividade nas
fermentagcdes com Humicola grisea e Penicillium itélico.

Os fungos s@o mais efetivos na produgdo de pectinases, pois os valores
obtidos com Picchia canadensis sdo sempre abaixo dos maiores obtidos com os
fungos.

O melhor meio de produgdo das enzimas pectinoliticas varia para cada
microrganismo. Nas fermentacdes com Aspergilus niger repressdes de glicose e
sacarose sao verificadas na producéo de PE e PL, mas aumenta o valor das PG's.

Glicose estimula a producéo das enzimas pectinoliticas de Humicola grisea,
exceto para PE que tem maior atividade em maior contendo apenas pectina.

Sacarose e glicose aumentam a atividade de PE e exo-PG,
respectivamente, de Penicillium italicum

Escolheu-se o meio 3 (composto de pectina e glicose) para a producéo das
enzimas pectinoliticas que serdo purificadas através do processo de separacdo
liquido-liquido em sistema aquoso bifasico, devido & alta atividade das enzimas
poligalacturonases (mais importante na industria de alimentos) e o Aspergillus
niger como microrganismo.
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CAPITULO 4

PARTIGAO DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS COMERCIAIS EM SISTEMAS
AQUOSOS BIFASICOS
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4.1. INTRODUGAO

Os processos de purificagdo de biomoléculas sdo formados por vérias
etapas e por diferentes tipos de técnicas, que para serem empregados dependem
do material a ser purificado. Estas etapas sdo as que elevam o custo do processo
e consequentemente do produto a ser purificado.

As enzimas atuam como catalisadores bioespecificos e sdo produzidas
geralmente por fermentagbes, que produzem, além do produto desejado, uma
série de subprodutos. Por esta razdo, a aplicacdo de diferentes técnicas de
purificacéo s&o necessarias na obtencéo de enzimas.

Varias sequéncias sdo empregadas, mas comumente utiliza-se filtracdo
seguida de precipitagdo, dialise e cromatografia. A cromatografia é o procedimento
que propicia os maiores valores de fator de purificagdo, entretanto, para a maioria
dos casos, apresenta baixo rendimento e custo elevado.

O sistema aquoso bifasico vem sendo bastante utilizado na pré-purificacdo
de proteinas e enzimas. O sistema pode ser formado por polimero/polimero ou
polimero/sais e tem como principal caracteristica a alta porcentagem de agua nas
fases. No processo, as enzimas e as proteinas totais separam-se entre as fases,
contudo, deseja-se que estas se concentrem em fases opostas. O sistema aquoso
bifasico apresenta diversas vantagens de uso. Entre elas destaca-se a redugdo do
numero de etapas do processamento e a facilidade de ampliacdo de escala.

No presente trabalho, teve-se como objetivos determinar os coeficientes de
particao das enzimas pectinoliticas, (PE, PL, exo-PG e endo-PG) contidas em um
complexo multienzimatico comercial, em sistemas PEG/Hosfato de potassio,
PEG/citrato de sédio e PEG/maltodextrina e verificar o efeito da massa molecular

do PEG e da adig¢ao de NaCl nos sistemas.
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4.2. MATERIAI E METODOS

4.2.1. Enzimas Pectinoliticas

Foram utilizadas duas pectinases comerciais, Pectinex-3XL e Citrozym
Cloudy 100L, obtidas da Novo Nordisk Ferment LTDA. A utilizacdo de duas
enzimas comerciais € justificada pela perda de atividade da Pectinex-3XL apds 2
anos de uso e de néo ter sido possivel obté-la novamente.

As enzimas apresentaram basicamente as mesmas caracteristicas. S0 um
concentrado de enzimas pectinoliticas produzidas por Aspergillus niger, contendo
principalmente, pectinases, hemicelulase e celulase. A Pectinex-3XL e a Citrozym
Cloudy 100 L possuiam atividades de 3000 e 5000 FDU (ferment depectinization
unit) a 55°C, respectivamente (dados do fabricante). Nestas enzimas comerciais
estao presentes endo-PG, exo-PG, PL e PE, entretanto, nao foi possivel detectar
atividade de PE na Citrozym Cloudy 100L, pelo método empregado neste trabalho.

Estas enzimas s&o destinadas a industria de produtos citricos e apresentam
cor parda, odor proprio de produtos fermentados, pH 6timo em torno de 4,5 e
temperatura étima entre 50-55°C. Quando armazenadas entre 5-10°C tém tempo

de vida util de no minimo 1 ano.

4.2.2. Sistema Aquoso Bifasico

Os sistemas utilizados foram PEG/fosfato de potassio, PEG/citrato de sédio
e PEG/maltodextrina formados com PEG's de massas moleculares 400, 600,
1000, 1450, 3350, 8000 e 10000 e enzima comercial, com e sem adicao de cloreto
de sodio, a pH 7,0 e temperatura de 4°C, para evitar condi¢des desnaturantes.

Estes sistemas foram preparados a partir de solugbes estoques de PEG
(50% plv), maltodextrina (50%, p/v), citrato de sodio (50%, p/v), cloreto de sddio
(30%, pl/v) e fosfato de potassio (50%, p/v). A solucdo de fosfato de potassio foi
constituida de uma mistura de KH,PO4 e K;HPO4 na razdo de 1,087 (p/p), o que
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gerou uma solucdo a pH 7,0. As solugdes foram preparadas no mesmo dia de
montagem dos sistemas. A solucéo de citrato foi ajustada a pH 7 com &cido citrico
e a de maltodextrina, com tampéo fosfato.

Aliquotas das solugbes estoque de PEG, fosfato (ou citrato ou
maltodextrina), cloreto de sddio (nos ensaios com adicdo deste sal), enzima e
agua foram apropriadamente misturadas, de modo a se obter um sistema bifasico
de concentracéo enzimatica 10 vezes menor que a enzima concentrada, PEG a
20%, segundo formador do sistema 15%, e para algumas extracées NaCl a 6%.

As misturas foram agitadas em vortice por 2 min, seguindo-se da
centrifugac@o dos tubos a 2900 g por 10 min, com a finalidade de acelerar a
separagcado de fases. O sistema foi mantido em repouso a 4°C em banho
termostatico por toda noite (minimo de 18 h) para que entrasse em equilibrio.
Apos esse tratamento, as fases tornaram-se claras e transparentes e a interface
entre elas bem nitida.

As fases de topo foram separadas com o auxilio de uma pipeta e as de
fundo com uma seringa e agulhas longas, tomando-se o cuidado de nao perturbar
o equilibrio. O volume de cada fase foi medido em provetas graduadas.

Aliquotas das fases de topo e fundo foram analisadas quanto as atividades
enzimaticas (endo e exo-PG, PL e PE) e proteina total. Determinou-se o valor do
coeficiente de particdo da enzima e da proteina total, da recuperacéo e do fator de

purificacdo de acordo com as equagdes abaixo.

C
K, =% 4.1
CP,fundD
Ky = Ctopo 4.2
AEfundo
100
Rtopo = 1 43
11— S—
Rv 'KE ou P
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100

R -
fundo 1+ Rv ] KE oy 44

V,
R, = 45
Vfundo

AEtopc ou fundo

4.6

SAtopo ou fundo — C
Ptopoc ou P, fundo

SA
FP _SAtopo ou_fundo “
topo ou fundo (_SAtopO + SAfundo)

onde, K, e K¢ = Coeficiente de particdo da proteina e da enzima,
respectivamente.

Criopo € Cr sundo = Concentragdo de proteina total na fase de topo e fundo
(mg/mL), respectivamente.

AEiopo © AEsundo = Atividade enzimatica na fase de topo e fundo (U/mL),
respectivamente.

Riopo € Rfundo = Recuperacio da proteina ou enzima na fase de topo e de
fundo (%), respectivamente.

R, = Razéo volumétrica das fases.

Viopo © Viundo = Volume da fase de topo e fundo (mL), respectivamente.

SAopo € SAnundo = Atividade enzimatica especifica no topo e fundo (U/mg de
proteina na fase), respectivamente.

FPiopo € FPrunse = Fator de purificagdo na fase de topo e de fundo,

respectivamente.
Estes parametros assim calculados, utilizam como referéncia, para a

concentracdo de proteina e atividade enzimatica no sistema formador das fases, a

soma destas nas fases de topo e de fundo, pois ndo € possivel tomar uma
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aliquota da mistura sem que esta j3 esteja na forma bifasica. Este calculo sera
aqui denominado de forma tradicional de determinagdo de recuperacées e fatores
de purificacdo. Como forma alternativa foi utilizado como referéncia inicial uma
solugéo aquosa da enzima na mesma diluicdo do sistema total. Neste caso, as

recuperacGes foram calculadas pelas equacées abaixo:

AE, .-V

Riopo = . 1,y 4.8
° AE Referéncia Vsistema
Rfundo 2z AE fundo Vfundo -100 49
AEReferéncia < Vsislema
SA
FPlOPO ou fundo — S’;DO 20 _fundo 410

referéncia

onde: AEreferenca = Atividade enzimatica da solugdo de referéncia (U/mL).

ASreferencia = Atividade enzimatica especifica da solugéo de referéncia (U).

4.2.3. Determinacao da Concentracgio de Proteinas Totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford (1976),
utilizando Albumina Bovina como padrao.

4.2.4. Determinacao da Concentragao dos Acticares Redutores

A concentracdo de aglcares redutores foi determinada pelo método de
Somogy (1952), utilizando &cido galacturénico como padrao.
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4.2.5. Determinagao da Concentragao de Metanol

A concentragdo de metanol foi determinada pelo método de Wood &
Siddiqui (1971).

4.2.6. Determinacao da Atividade de Pectina-esterase (PE)

A atividade da PE foi determinada pela quantificacdo do metanol liberado
no meio, de acordo com Wood & Siddiqui (1971). Uma unidade de PE foi definida

como a quantidade de enzima que libera 1umol de metanol por min a 40°C.

4.2.7. Determinagao da Atividade de Pectina-liase (PL)

A atividade de PL foi determinada pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 235 nm, devido a produgdo de compostos 4,5 insaturados
(Albersheim & Killias, 1962l; Alana et alii, 1989). Uma unidade de PL foi definida
como a quantidade de enzima que produz um aumento de uma unidade de

absorbancia a 235 nm por min.

4.2.8. Determinacao da Atividade de Poligactoronase (PG)

As atividades de endo e exo-PG foram determinadas de acordo com
Kotzekidou (1991); Pereira et alii (1993). Uma unidade de endo-PG foi definida
como a quantidade de enzima que reduz 1% da viscosidade da solug&o por
minuto. E uma unidade de exo-PG foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 umol de acido galacturdnico por min a 37°C e pH 4,5.

Em todas as determinacdes das atividades enzimaticas, foram utilizados
brancos formados com a mesma composigdo da reagdo enzimatica, mas com a
enzima inativada por incuba¢do em banho maria a 100°C por 10 min. Este
procedimento teve como objetivo eliminar as influencias dos componentes do

sistema e determinar apenas o efeito da agdo enzimatica sobre o substrato.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Ensaios de Extragao

Com o objetivo de estudar o processo de separacdo de enzimas
pectinoliticas em sistemas aquosos bifasicos a pH 7,0 e temperatura de 4°C, para
que ndo houvesse inativacdo das enzimas, usou-se, primeiramente, as enzimas
comerciais Pectinex-3XL e Citrozym Cloudy 100L em diferentes sistemas
PEG/fosfato, PEG/citrato e PEG/maltodextrina, todos com composicao de 20%
(p/v) de PEG e 15% de sal (ou maltodextrina) no ponto de mistura, ou seja,
20/15%. A utilizacdo das enzimas comerciais esclareceu dificuldades no
processamento de separacdo das enzimas pectinoliticas e auxiliou o
desenvolvimento de uma estratégia para a separacdo das enzimas obtidas por

fermentacgao.

4.3.1.1. Sistema PEG/fosfato de potassio

No processo de extracdo com sistemas PEG/fosfato usou-se a enzima
comercial Pectinex-3XL e PEG com massas moleculares variando entre 400 e
10000 Da. Os resultados da extracéo s&o apresentados nas Figuras 4.1 e 4.2, nas
Tabelas 4.1 a4.5 e C-1 a C-11 do Apéndice C.

ApOs deixar os sistemas em repouso, para entrar em equilibrio, verificou-se
que a porcentagem volumétrica da fase de topo diminuia com o aumento da
massa molecular do PEG e apresentava volumes aproximadamente iguais com a
fase de fundo para PEG-3350 (Figura 4.1 e Tabela C-1 do Apéndice C).

Os desvios padrées dos coeficientes de particdo variaram entre 0,001-0,051
para proteina, 0,009-0,174 para PE, 0,001-0,042 para exo-PG, 0,002-0,145 para
endo-PG e 0,011-0,076 para PL, exceto para PL nos sistemas com PEG-400
(0,604) e com PEG-600 (14,539). Nestes casos a atividade de PL na fase de
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fundo era muito pequena (1,47 U e 0,67 U, respectivamente, como mostram as
Tabelas C-5 e C-6 do Apéndice C) e, portanto de dificil determinagao, o que gerou
desvios grandes. Para estes casos os valores dos coeficientes de particdo foram
de 6,43 e 43,18, respectivamente. Os coeficientes de particdo foram influenciados
pela massa molecular do PEG (Figura 4.2 e Tabela C-2 do Apéndice C). As
proteinas apresentaram afinidade pela fase de fundo, pois os valores de K, estéo
sempre abaixo do valor 1. Esta afinidade aumentou com o aumento da massa
molecular do PEG ficando o K, praticamente constantes a partir de PEG-3350.
Lahore et alii (1995) observaram que o aumento da massa molecular do PEG de
600 para 20000 promovia a diminuicdo do valor do coeficiente de particdo da
protease de Mucor bacilliformis em 500 vezes.

Segundo Marcos et alii (1999) a diminui¢éo do coeficiente de particdo, com
o aumento da massa molecular do PEG, deve-se ao aumento da hidrofobicidade
da fase de topo, rica em PEG, e a diminuigao do volume livre nesta fase. Paquet
et alii (1994) observaram também, que a migragéo de pristinamicina para a fase

rica em PEG ocorria devido a hiodrofobicidade do antibiotico.

Os perfis das curvas de coeficiente de particdo em fungdo da massa
molecular do PEG para PL e PE apresentaram a mesma tendéncia, inclusive com
o aumento do Ke com PEG-600.

As recuperacbes enzimaticas foram maiores na fase de topo quando a
massa molecular do PEG era pequena, o que esta de acordo com os altos valores
de Ke nestes sistemas. Com o aumento da massa molecular do PEG as enzimas
passam a ser efetivamente recuperadas na fase de fundo, tendo como ponto de
mudanca de fase de maior recuperagéo PEG-600 (exo-PG 50,5%), PEG-1000 (PE
49,8%) e PEG-1450 (endo-PG 47,5%) e PEG-3350 (PL 47,2%), como mostram as
Tabelas 4.1 e C-3 do Apéndice C. As recuperacdes das proteinas também foram
maiores na fase de fundo. Gonzalez et ali (1990) obtiveram 73 a 96% de

recuperacdo de B-galactosidase e 78 a 100% de proteina com PEG-400.
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Figura 4.1: Variagdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(®) dos sistemas PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.
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Figura 4.2: Coeficientes de particdo das proteinas totais (0) e enzimas
pectinoliticas (PE l. PL A exo-PG O e endo-PG @) nos sistemas PEG/fosfato
de potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C. Ordenada da esquerda: PL.
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Tabela 4.1: Recuperagbes (%) na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG
totais
400 67,2 76,0 94 5 81,5 122
600 41,2 69,6 98,5 50,5 61,2
1000 9,1 49,8 1.5 16,9 59,0
1450 10,2 43,7 66,2 20,8 47 .5
3350 47 39,2 472 8,0 44 6
8000 54 38,3 30,9 28,7 42 4
10000 2.8 491 42,3 13,3 h3h

As enzimas foram concentradas na fase de topo (Tabela 4.2). Ja na fase de
fundo os valores do fator de purificagdo foram menores que 1, o que implica na
nao purificacao das mesmas (Tabela C-3 do Apéndice C). Os maiores valores do
fator de purificagdo ocorreram em sistemas com altas massas moleculares de
PEG, no entanto nestes sistemas observou-se baixos valores de recuperagao, os
quais foram devidos, provavelmente, a maior migragéo das proteinas para a fase
de fundo em comparagdo as enzimas, ocasionando um aumento da atividade
especifica (U/mg de proteina) na fase de topo e consequentemente do fator de
purificacdo nesta fase. Estes altos valores foram obtidos com PEG-10000 (endo-
PG de 16,28 vezes, PL de 14,27 vezes e 16,64 vezes) e com PEG-8000 (exo-PG
de 4,79 vezes). Polizeli et ali (1991) obtiveram fatores de purificagdo de 5,49
vezes para exo-PG e 20,73 vezes para PL apds precipitacdo com etanol a —20°C
e dois passos de cromatografias. Ja Gupta et alii (1993) observaram ao final de
duas precipitacdes de Pectinex-3XL com alginato de sédio, rendimento de 4,4% e
fator de purificagao de 3,8 vezes.

Comparando-se os valores da literatura com os obtidos, verifica-se que a
separacéo das enzimas pectinoliticas em sistema aquoso bifasico, mesmo sendo
um processo mais simples, gerou melhores rendimentos e fatores de purificacéo

para a maioria dos ensaios realizados.
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Tabela 4.2: Fator de purificagdo na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
400 1,15 1,42 1,23 1,09
600 1,54 2,19 113 1,37
1000 448 6,49 1.55 510
1450 3,94 5,97 1,92 427
3350 ¥ A3 8,59 1,46 8,27
8000 6,38 5,14 479 6.84
10000 16.64 14,27 450 16,28

Nas recuperagdes calculadas utilizando-se como referéncia inicial uma
solugdo aquosa da enzima observou-se que os valores para proteina estdo
proximos dos obtidos quando a referéncia inicial era a soma das concentragdes de
proteinas nas fases. Assim nota-se que os componentes formadores das fases

tém pouca interferéncia na detecgédo da proteina (Tabela 4.3 e 4.4).

A forma tradicional para o célculo da recuperagio e do fator de purificagdo
utliza a soma das atividades enziméticas e concentracido de proteinas
contaminantes nas fases de topo e de fundo como valores de formacdo do
sistema, esta forma de calculo nio considera possiveis efeitos de ativacao e
inativagdo das enzimas pelos componentes formadores do sistema. Alguns
autores, como Piza (1998) ultrafiltrou as fases, no processo de separagdo de
quitanase de Bacillus cereus, entretanto obteve recuperagoes de 105,3% somente
na fase de todo do sistema PEG-1500/fosfato (16/13%) com 12% de NaCl. e
rendimentos totais para proteinas contaminantes entre 50,9 e 81,3%. indicando
que a deteccao das proteinas e a atividade enzimatica foram influenciadas pelos

componentes do sistema.
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Tabela 4.3: Recuperacgdes (%) das proteinas, PE e PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteina PE PL

do PEG Riopo Riundo Rt Rtopp  Rmundo  Riotar  Riope  Rrunde  Riotal
400 622 31,9 941 608 192 800 71,0 47 757
600 349 431 770 529 238 767 827 1,8 84,5
1000 80 647 727 321 329 649 106,11 422 1483
1450 89 716 805 303 390 693 1083 555 163,7
3350 41 710 751 259 402 661 346 387 733
8000 50 783 833 262 423 684 202 452 654
10000 25 836 861 357 369 726 250 344 594

Tabela 4.4: Recuperacdes (%) da PL e PE, utilizando como referéncia inicial uma
solugéo aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH

7.0e 4°C.
MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Rtopo Riundo Riotal Riopo Riundo  Riotal
400 47,9 10,9 58,8 67,2 25,9 93,2
600 22.5 222 447 524 33,3 85,7
1000 7. 355 43,0 42 8 33,4 76,2
1450 76 282 35,8 30,8 34,3 65,1
3350 3,0 35.0 38,1 24 1 26,1 50,2
8000 15,8 39,2 55,0 30,9 445 75,3
10000 5,8 37,9 43,7 26,1 28,2 54 2

Nos sistemas com pequena massa molecular de PEG, os valores das

recuperacdes totais foram os maiores. As recuperacdes de exo-PG foram de

aproximadamente 50%, o que implica dizer que a enzima sofre inativagado na

presenca dos constituintes do sistema. No estudo da interferéncia dos compostos

formadores do sistema bifasico nas atividades enzimaticas, verificou-se que para

exo-PG ocorria aumento de atividade na presenca dos PEG’s, mas com fosfato

ocorria diminuicdo, ja para a PL o aumento da atividade s6 foi maior com PEG-
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400. Isto mostra que ocorre um sinergismo dos compostos na alteracdo da
atividade enzimatica. A PL sofre ativacdo, pois as recuperacdes ficaram acima de
100% com PEG-1000 e PEG-1450. Ja as atividades para endo-PG e PE foram
pouco influenciadas.

Os fatores de purificagéo na fase de fundo ficaram abaixo do valor 1, ou
seja, nao houve purificagdo enzimatica. Este resultado concorda com os valores
obtidos com a forma tradicional de célculo. Para PE e endo-PG a nova forma de
calculo apenas ajustou os valores sem mostrar grandes diferencas, mantendo-se
inclusive a mesma tendéncia de variagdo. Com a exo-PG observou-se diferenca
consideravel utilizando a nova referéncia inicial, com purificagdo ocorrendo apenas
com PEG-8000 e PEG-10000. Ja PL teve os valores mais elevados a PEG-1000 e
PEG-1450, sistemas nos quais foram constatadas ativacoes da enzima (Tabela
4.5 e C-4 do Apéndice C).

Tabela 4.5: Fator de purificacdo, tomando como referéncia inicial uma solugdo
aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/5%) a pH 7,0 e
4°C.

MM PE PE Exo-PG Endo-PG
do PEG FPiopo FPtundo FPropo FPrundo FPtopo FPrundo FPtopo FPrundo
400 098 060 114 015 077 034 108 081
600 152 055 237 004 065 0,51 1,50 0,77
1000 401 051 1326 065 092 055 535 0,52
1450 339 054 1213 077 085 039 345 048
3350 628 057 838 055 074 049 585 0,37
8000 524 054 404 058 316 050 6,18 057
10000 1402 044 984 041 228 045 1025 034

Chen & Lee (1999) verificaram que a presenca de PEG aumentou a
atividade de quitanase de 13,6 para 25,8 U/mL. Ativacdo foi também observada
por Bradoo et ali (1999) que notaram aumento de 3,5 vezes na deteccdo da
atividade de lipase, ja Levin & Forchiassin (1998) verificaram que a presenca de
PEG, na fermentacéo para obtengéo de pectinases por Trametes trogii, estimulava
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o rendimento de PG devido ao aumento da permeabilidade e/ou promogédo da
liberag@o da enzima.

4.3.1.2. Sistema PEG/fosfato de potassio com adi¢ao de NaCl

Adicionou-se NaCl aos sistemas PEG/osfato, para atingir uma
concentracao de 6%, com o intuito de aumentar a hidrofobicidade relativa da fase
de topo e consequentemente aumentar o coeficiente de particao das enzimas. Os
resultados das extragbes sdo mostrados nas Figuras 4.3 e 4.4, Tabelas 4.6 a 4.10
e C-12 a C-22 do Apéndice C. Os volumes das fases de topo diminuiram com o
aumento da massa molecular do PEG e foram menores que os obtidos nos
experimentos sem adi¢cdo de NaCl (Figura 4.3 e Tabela C-12 do Apéndice C).

Os desvios padrdes dos coeficientes de particdo variaram entre 0,000-0,023
para proteina, 0,003-0,070 para PE; 0,003-0,045 para PL; 0,023-0,222 para exo-
PG e 0,005-0,107 para endo-PG. O coeficiente de partigéo da proteina apresentou
valores menores nos sistemas com adicdo de NaCl e diminuiu com o aumento do
massa molecular apés PEG-3350, como mostra a Figura 4.4 e Tabela C-13 do
Apéndice C. A preferéncia das proteinas pela fase rica em fosfato esta de acordo
com a partigdo de proteases de Mucor bacilliformes em sistema PEG/fosfato
(Lahore et alii, 1995). Albertsson (1990) afirma que cations como Na" e ions como
CI diminuem o coeficiente de particéo de proteinas de carga negativa.

Os coeficientes de particdo da endo-PG, exo-PG e PE diminuiram com a
massa molecular até PEG-1450, voitando a aumentar com massas moleculares
maiores. Para PL houve diminuicdo gradativa do coeficiente de particdo, como
ocorreu com as proteinas. Comparando-se com o sistema sem NaCl o coeficiente
de particdo das proteinas totais aumentou, os das endo-PG e PE ficaram, na
maioria dos experimentos realizados, praticamente iguais. Os da exo-PG (exceto
com PEG-1450 e PEG-8000) e PL (exceto com PEG-600 e PEG-1450)
aumentaram, apesar de se esperar a diminuicdo do coeficiente de particao das
proteinas totais e aumento do das enzimas. Krone & Kula (1978) verificaram a
diminuicdo do coeficiente de particdo de a-glucosidase com adi¢cdo de KCl em

sistema PEG/dextrana (7-2,5%). Os maiores valores do coeficiente de particdo
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para as enzimas pectinoliticas foram encontrados com massas moleculares
pequenas, PEG-400 (proteina de 1,43 + 0,023; endo-PG de 1,15 + 0,107; exo-PG
de 3,35 +£ 0,222 e PE 1,34 + 0,005) e PEG-600 (PL de 9,55 + 0,029).
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Figura 4.3: Variagdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(®) dos sistemas PEG/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%)apH70e
4°C.
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Figura 4.4: Coeficientes de particio das proteinas totais (d) e enzimas
pectinoliticas (PE M. PL A, exo-PG O e endo-PG @) nos sistemas PEG/fosfato
de potéssio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.
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As recuperagodes das proteinas totais na fase de topo cairam drasticamente
quando foi usado PEG de massa molecular maior que 1000, sendo recuperadas
efetivamente na fase de fundo, fato também observado nos experimentos sem
adicao de NaCl (Tabela 4.6 para a fase de topo e Tabela C-14 do Apéndice C para
a fase de fundo). PE e endo-PG apresentaram maiores recuperacées sem NaCl,
mostrando que o sal inibe a atividade destas enzimas, concordando com Gupta et
alii (1993). Estes autores verificaram que a adicdo de NaCl diminuiu a atividade
enzimatica. A inibicdo da PL é verificada ate PEG-1450, ja a exo-PG sofre inibigéo
a partir de PEG-1450. A maior recuperagao ocorreu com PEG-600 para PL
(92,5%). Bradoo et alii (1999) obtiveram recuperacdes de 5,27 e 15,25% para
lipases acida e neutra, respectivamente, em sistema PEG-600/fosfato (70/40%) e

NaCl (3%), que é bem inferior aos valores alcangados neste trabalho.

Os fatores de purificagdo na fase de topo apresentam valor maximo em
PEG-3350 para todas as enzimas, como mostra a Tabela 4.6. Entretanto, ndo se
observou purificagdo na fase de fundo, pois os valores do fator de purificagao sao
menores que 1, exceto para endo-PG (1,13) e PE (1,04) com PEG-400 e exo-PG
(1,02) com PEG-1000 que ndo mostram purificagdo (Tabela C-15 do Apéndice C).

Tabela 4.6: Recuperacbes (%) na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7.0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG
Totais
400 69,5 68,1 92,4 89,5 64,6
600 46,6 56,2 92,5 20,1 56,8
1000 20,2 420 74,0 18,8 49 1
1450 9,0 39,3 59,2 131 40,4
3350 6,5 38,4 56,3 13,6 43,5
8000 11,8 36,3 48,2 23,9 28,0
10000 11,6 40,0 48,0 36,8 40,1
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Os fatores de purificagdo foram menores que nos sistemas sem NaCl, pois
as proteinas foram recuperadas em maior quantidade na fase de topo no sistema
com adicado de NaCl, levando a diminuicdo da atividade especifica da enzima na
fase de topo e consequentemente diminuindo o fator de purificacéo. Bim & Franco
(2000) obtiveram fator de purificacdo de 33 para xilanase em sistema PEG-
6000/fosfato (22/13%) com 12% de NaCl, que é muito maior aos obtidos por este

estudo para as enzimas pectinoliticas.

Tabela 4.7: Fator de purificacdo na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
400 0,98 1,33 1,28 0,94
600 1,21 1,99 1,18 1,22
1000 2,07 3,66 0,93 2,46
1450 435 6,55 1,48 465
3350 5,89 8,63 2,09 6,67
8000 3,50 4,08 2,038 2,62

10000 3,45 414 3,16 3,60

Utilizando como referéncia inicial a enzima comercial diluida em agua na
mesma proporcao do sistema formado, as recuperacdes totais das proteinas, exo
e endo-PG e PE foram menores que 100%, isto mostra que o NaCl tem efeito
negativo na detecgéo da proteina, pois nos ensaios sem NaCl nao foi observada
influéncia na deteccdo da proteina. Fato também observado na determinacao da
atividade de PE. Para PL ocorreu uma ativagdo mais pronunciada com adi¢do de
NaCl, pois todas as recuperacées totais foram maiores que 100%, como mostram
as Tabelas 4.8 e 4.9.

Os fatores de purificagéo na fase de fundo para PE, exo-PG e endo-PG
(exceto em PEG-400 ciom fator de purificacdo de 1,28 vezes) tiveram a mesma
tendéncia que o calculado pela forma tradicional e foram menores que 1, porém
apresentaram resultados préximos a 1 para PL e exo-PG com PEG de alta massa
molecular (exceto a PEG-1000 para exo-PG, onde se obteve um valor de 2.17
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vezes). Os dados da fase de topo para PE foram praticamente iguais a forma

tradicional, mas para PL e endo-PG foram menores, 0 que pode ser visto pela

Tabela 4.10. No estudo simulando as fases, mas com apenas 0 componente de

maior concentragcdo (Capitulo 1), exo-PG foi ativada pelos PEG’s, as PL eram

inativadas e as endo-PG ndo eram influenciadas pelo PEG, porém fosfato

inativava a enzima, demonstrando haver uma interrelacao dos efeitos destes

compostos que seja no sentido de aumentar ou diminuir a atividade enzimatica.

Tabela 4.8: Recuperacdes (%) das proteinas, PE e PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucéo aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/15%) com NaCl a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteina PE PL

do PEG Riopo Rfundo Riotai  Riopo  Rmundo Riotat  Riopo  Riunde  Rtotal
400 526 231 76,7 427 200 62,7 1061 8,7 1149
600 339 389 728 389 303 692 1133 91 1224
1000 13,9 549 688 288 398 686 1150 404 1554
1450 58 582 650 264 408 672 956 658 1614
3350 43 620 66,3 253 405 658 832 647 1479
8000 8,4 630 714 256 453 708 67,3 723 1396
10000 9.1 69,7 788 30,0 451 751 61,5 666 1282

Tabela 4.9: Recuperacdes (%) de exo-PG e endo-PG, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Ripo  Rfundo  Ruotal Riopo  Rmunde  Rotal
400 346 41 38T 56,4 29,6 86,1
600 16,8 13,7 30,5 493 e T 87,0
1000 6.9 29,6 36,5 37,3 37,6 74,9
1450 41 26,3 30,3 33,8 46,6 80,4
3350 46 29,2 33,8 34,6 45,0 79,6
8000 7,8 248 326 17,4 38,9 56,3
10000 19,8 34,3 542 37,1 51,9 89,0
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Tabela 4.10: Fator de purificagdo, utilizando como referéncia inicial uma solucdo
aquosa da enzima, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) apH 7,0 e
4°C.

MM PE PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPiopo FPrundo FPtopo FPrundo FPtopo FPrunde FPiopo FPrundo
400 081 08 202 038 066 018 107 1,28
600 1,15 078 334 023 049 035 145 0,97
1000 207 073 826 074 049 054 268 069
1450 457 070 1653 113 070 045 585 0,80
3350 584 065 1924 104 106 047 801 073
8000 302 072 796 115 092 039 206 0,62
10000 328 065 674 09 217 049 406 0,74

4.3.1.3. Sistema PEG/citrato de sodio

No processo de particdo com sistemas PEG/citrato utilizou-se o complexo
enzimatico comercial Citrozym Cloudy 100L em diferentes massas moleculares de
PEG (entre 400 e 10000), porém nao houve formacdo de sistema bifasico com
PEG-400 e nao foi possivel detectar a presenca de atividade de PE. Os resultados
sao mostrados nas Figuras 4.5 e 4.6 e Tabelas 4.11 a 4.15 e C-23 a C-32 do
Apéndice C.

O volume da fase de topo decresce com o0 aumento da massa molecular do
PEG, como mostra a Figura 4.5 e Tabela C-23 do Apéndice C. Os desvios
padroes dos coeficientes de particdo variaram entre 0,001-0,014 para proteina;
0,002-0,054 para endo-PG; 0,004-0,305 para exo-PG e 0,001-0,019 para PL. Os
coeficientes de particao diminuiram com o aumento da massa molecular de PEG
até 1450 (endo-PG, exo-PG e PL) e 3350 (proteinas) e depois aumentaram
(Figura 4.6 e Tabela C-24 do Apéndice C). Alves et alii (2000) separando insulina
suina observaram o aumento do coeficiente de particdo com a elevagdo da massa
molecular do PEG, como sugerido por Albertsson (1990), enquanto Marcos et alii
(1999) verificaram decréscimo do coeficiente de particao de penicilina acilase de
Escherichia coli com o aumento da massa molecular do PEG em sistema
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PEGIcitrato. Os maiores coeficientes de particdo foram obtidos a PEG-600 (endo-
PG de 1,06 + 0,020), PEG-1000 (PL de 1,60 £ 0,009), PEG-8000 (proteina de 0,90
+ 0,009) e PEG-10000 (exo-PG de 1,85 + 0,305). Estas diferengas entre
diminuicdo e aumento do coeficiente de particdo estdo relacionadas,
possivelmente, ao aumento do volume excluido e a hidrofobicidade do material
que foi separado pelo sistema.
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Figura 4.5: Variagdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(@) dos sistemas PEG/citrato de sédio (20/15%)apH 7,0e 4°C.
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Figura 4.6: Coeficientes de partigdo das proteinas totais (C]) e enzimas pectinoliticas (PL
A ex0-PG O e endo-PG @) nos sistemas PEG/citrato de sodio (20/15%) apH 7,0 e 4°C.
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As recuperacbes de endo-PG e PL na fase de topo foram mais
pronunciadas com PEG de massa molecular pequena, j& a exo-PG apresentou
recuperacgbes elevadas apenas na fase de fundo. As menores recuperagoes
ocorreram com PEG-1450 (exo-PG de 7,9%; endo-PG de 25,4% e PL de 9,6%) na
fase de topo, o que mostra a Tabela 4.11 para a fase de topo e a Tabela C-25 do
Apéndice C,para a fase de fundo. Vernau & Kula (1990) obtiveram recuperacéo de
80-95% de proteinas apds extracdo em dois estagios em sistemas PEG/citrato.

A endo-PG foi purificada apenas na fase de topo com os fatores de
purificac&o variando entre 1,03 e 1,86. Nas massas moleculares altos (PEG-8000
e PEG-10000) o valor do fator de purificagdo ficou em torno de 1, o que indicou
ndo haver purificaggdo. PL foi purificada na fase de topo até PEG de massa
molecular 1000 e a exo-PG apds PEG-1450, com maiores valores encontrados a
PEG-10000 de 2,10 e 1,60, respectivamente (Tabelas 4.12 e C-26 do Apéndice
C).

Tabela 4.11: Recuperacées (%) na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL exo-PG Endo-PG
600 47 8 54 6 40,0 54,0
1000 28,2 59,3 13,9 450
1450 241 96 7.9 254
3350 23.3 16,8 27,2 43,4
8000 43,1 36,7 43,9 447

10000 36,5 39,3 59,3 37.5

Singh et alii (1999b) determinaram um fator de purificacdo de 454 e um
rendimento de 20% para pectinase, porém utilizando 3 diferentes técnicas
cromatograficas. Apesar de mais baixos, os fatores de purificacdo obtidos neste
trabalho s&o resultado de apenas um passo de purificacdo, entretanto os
rendimentos obtidos para os maiores fatores de purificacdo 2,10 (PL), 1,60 (exo-
PG) e 1,86 (endo-PG) foram cerca de 2 vezes maiores que o obtido pelos autores
acima citado. Ja as comparacGes com os valores obtidos neste trabalho usando o
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sistema PEG/fosfato mostram que este ultimo sistema € mais eficaz na separagao
das pectinases, pois tanto as recuperagdes quanto os fatores de purificag&o foram

bem maiores.

Tabela 4.12: Fator de purificagéo na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sédio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 1,14 0,83 1,13
1000 2,10 0,49 1,60
1450 0,40 0,33 1,10
3350 0,72 144 1,86
8000 0,85 1,02 1,04

10000 1,08 1,60 1,03

As recuperacdes enzimaticas com a referéncia inicial, feita com solugao
aquosa de enzima, demonstraram que ocorria uma ativacdo enzimatica devido
aos compostos formadores da fase, isto &, os rendimentos totais da exo-PG e PL
foram maiores que 100%, o que pode ser visto nas Tabelas 4.13 e 4.14. O que
esta de acordo com o efeito da ativagdo das atividades enzimaticas verificado no

Capitulo 2 para a exo-PG.

Tabela 4.13: Recuperacdes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/citrato de sodio
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteinas PL
do PEG Riopo Rfundo Rictal Riopo Rfundo Ritotal
600 455 49 8 95,3 69,2 57.5 126,6
1000 25,8 65,6 91,4 83,4 OS2 140,6
1450 228 71,8 947 6.8 63,9 70,7
3350 21,4 706 92,1 13,4 66,1 79,5
8000 40,1 53,0 93,2 41,3 712 112,5
10000 35,6 62.0 97,7 491 75,9 125,0
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A utilizagdo da nova referéncia inicial apresentou valores do fator de

purificaggdo maiores para as enzimas pectinoliticas com PEG 600 e 10000 Da na

fase de fundo.

Tabela 4.14: Recuperagcbes (%) da Endo-PG e Exo-PG, utilizando como
referéncia inicial uma solugéo aquosa da enzima, para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG

do PEG Rtopo Rundo Riotal Riopo Riundo Riotal
600 478 40,8 88,6 61,9 93,8 155,7
1000 35,0 428 77,8 21.F 1352 1568
1450 17.4 481 65,5 10,5 1225 1330
3350 39,1 51.1 90,2 34,7 93,0 1276
8000 46 8 57,8 1047 80,8 103,2 1840
10000 3.5 62,6 100,1 115,8 82,6 198,4

Tabela 4.15: Fator de purificagéo, utilizando como referéncia inicial uma solucéo
aquosa da enzima, para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPtopo FPtundo FPtopo FPtundo FPtopo FPtundo
600 1,92 1,19 1,36 1,88 1,05 0,82
1000 3,24 0,87 0,84 2,06 1,36 0,65
1450 0,30 0,89 0,46 1,71 0,76 0.67
3350 0,62 0,94 1,62 1.32 1,82 0,72
8000 1,03 1,34 2,01 1,95 1,17 1,09
10000 1,38 1,22 3.25 1,33 1,05 1,01
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4.3.1.4. Sistema PEG/citrato de sédio com adigao de NaCl

Para verificar o efeito do aumento da diferenca de hidrofobicidade entre as
fases adicionou-se NaCl para que o sistema tivesse 6% deste sal. Da mesma
forma que para o sistema sem NaCl n&o ocorreu formacao de fases com PEG-
400. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 4.7 e 4.8, Tabelas 4.16 a 420 e
Tabelas C-33 a C-42 do Apéndice C.

Como nos sistemas anteriores o volume da fase de topo diminuiu com o
aumento da massa molecular do PEG, com igualdade do volume das fases
ocorrendo em PEG-1000 e PEG-1450 (Figura 4.7 e Tabela C-33 do Apéndice C).
Os desvios padrbes dos coeficientes de particao variaram entre 0,001-0,038 para
proteina, 0,002-0,062 para exo-PG; 0,004-0,126 para PL e 0,006-0,086 para endo-
PG. Os coeficientes de particdo das proteinas diminuiram com a elevacao da
massa molecular do PEG (apesar de se observar um valor mais elevado com
PEG-8000) e foram maiores que os encontrados sem a incorporacéo de NaCl.
Este fato também foi observado para os coeficientes de particdo das enzimas,
porém ocorreu para a endo-PG em massa molecular de PEG maior que 1430 e
para exo-PG em PEG de massas moleculares grandes e pequenas, cOmo
mostram a Figura 4.8 e Tabela C-34 do Apéndice C.

Gunduz & Korkmaz (2000) observaram que o coeficiente de particao de
albumina de soro bovino aumentava com a concentracéo de NaCl e Marcos et alii
(1999) verificaram que esse aumento era mais pronunciado para penicilina acilase
do que para proteinas totais. Os maiores coeficientes de particao para o presente
trabalho ocorreram com PEG-600 (proteina de 1,01 + 0,015; endo-PG de 1,05 =
0,012), PEG-1000 (PL de 2,43 + 0,126) e PEG-8000 (exo-PG de 0,96 + 0,062).

Exo-PG apresentou maior recuperagéo na fase de fundo da mesma forma
que nos ensaios sem adicdo de NaCl. A endo-PG apresentou valores de
recuperacdo de fundo praticamente iguais aos da fase de topo. A PL foi mais
pronunciadamente recuperada na fase de topo até PEG-3350. Percebe-se que
para endo-PG a adigdo de NaCl n&o traz nenhuma vantagem (Tabelas 4.16 e C-
35 do Apéndice C).
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Figura 4.7: Variagéo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(®) dos sistemas PEG/citrato de sédio (20/15%) com NaCl (6%) apH 7,0 e 4°C.
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Figura 4.8: Coeficientes de partico das proteinas totais (O) e enzimas
pectinoliticas (PL A, exo-PG O e endo-PG @) nos sistemas PEG/citrato de sddio
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.
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Tabela 4.16: Recuperagdes (%) na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7.0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 53.6 65,0 34,6 543
1000 37,1 70,9 238 43,9
1450 30,8 63,1 13,4 423
3350 28,5 65,6 349 493
8000 36.7 40,3 44 4 46 4

10000 248 47 4 28,5 41,9

Observou-se a separagdo das enzimas na fase de topo, exceto para exo-
PG com massa molecular abaixo de PEG-1450, nestes casos os valores dos
fatores de purificacdo foram menores que 1. Os maiores fatores ocorreram com
adicdo de NaCl e na fase de topo com PEG-3350 (2,3 para PL e 1,78 para endo-
PG) e na fase de fundo com PEG-1450 (1,3 para exo-PG), como mostram as
Tabelas 4.17 e C-36 do Apéndice C. Marcos et alii (1999) obtiveram melhor fator
de purificagdo com NaCl (20 M) igual a 4,8 em sistema PEG/citrato para
purificacdo de penicilina acilase.As recuperacdes enzimaticas, utilizando como
referéncia inicial uma solugdo aquosa da enzima, mostraram forte influéncia dos
componentes das fases nas atividades enzimética, pois as recuperacdes totais da
exo-PG foram maiores que 100%. Para PL e endo-PG a influéncia foi menor, pois

as recuperagdes totais ficaram proximas a 100% (Tabelas 4.18 e 4.19).

Tabela 4.17: Fator de purificacdo na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 1,22 0,65 1,02
1098 1,91 0,64 1,12
1450 2,04 0,43 1,39
e 230 1,20 178
BO0O 1,09 121 1,28

Lisnia 1,89 113 167
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Tabela 4.18: Recuperacgdes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/citrato de sédio
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteinas PL

do PEG Riepo Rfundo Riotai Riopo Rfundo Riotal
600 62,5 546 117 1 63,4 341 97.5
1000 44 3 749 119,3 61,6 29,9 86,8
1450 36,6 81,9 118,5 60,6 35,3 95,9
3350 31,2 78,2 109,4 58,1 30,6 88,7
8000 427 13,3 116,0 457 68,1 1138
10000 30,0 896 1196 o1.2 56,9 108,1

Tabela 4.19: Recuperacdes (%) da exo-PG e endo-PG, utilizando como referéncia
inicial uma solugdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/citrato de sédio
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Ritopo Riundo Riotal Riopo Riundo Riotal
600 50,5 95,8 146,3 53,4 44 9 98,3
1000 36,1 115,92 152,1 39,1 49 3 84 4
1450 13,6 87,8 1014 33,5 44 5 78,0
3350 36,3 69,7 106,0 48,2 46,5 946
8000 64,5 80,5 1450 47 .9 541 102,0
10000 451 113,4 158.5 44 6 62,0 106,6

As purificacées da endo-PG e da exo-PG ocorreram na fase de fundo até
PEG-1450, ja a PL foi separada na fase de topo. Este comportamento é
importante para a montagem de uma estratégia de purificacdo das enzimas. Os
maiores fatores de purificagdo da exo-PG e da PL ocorreram nos sistemas com
PEG de massa molecular de 1450 e 3350, nos sistemas em e com NaCl,
respectivamente (Tabela 4.20).
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Tabela 4.20: Fator de purificacdo, utilizando como referéncia inicial uma solucéo
aquosal da enzima, para o sistema PEG/citrato de sddio (20/15%) com NaCl a pH
7,0 e 4°C.

MM PL Exdo-PG Endo-PG

do PEG FPtopo FPando  FPopo FPrundo FPiopo FPfundo
600 1,01 0,63 0,81 1,76 1,00 0,96
1000 1,39 0,34 0,81 1.55 0,94 0,78
1450 1,66 0,43 0,37 1,07 1,08 0,64
3350 1,86 0,39 1,16 0,89 1,69 0,65
8000 1,07 0,93 1,51 1,10 1,30 0,86
10000 1,71 0,63 1,50 1,27 1,78 0,83

4.3.1.5. Sistema PEG/maltodextrina

Para verificar a influéncia dos sistemas formados por dois polimeros na
particdo de enzimas pectinoliticas, utilizou-se maltodextrina nas mesmas
concentracdes dos sistemas PEG/sal. Os resultados sdo mostrados nas Figuras
49 e 410, Tabelas 4.21 a 4.25 e Tabelas C-43 a C-52 do Apéndice C.

Assim como nos sistemas PEG/citrato, ndo houve formagéo de sistemas
bifasicos com a utilizagdo de PEG-400. O volume de fase de topo diminuiu com o
aumento da massa molecular do PEG (Figura 4.9 e Tabela C-43 do Apéndice C).
As porcentagens volumétricas das fases de topo foram, para todas as massas
moleculares do PEG, maiores que as das fases de fundo. Aimeida et alii (1998)
obtiveram percentagem volumétrica da fase de topo entre 55-65% em outros
sistemas polimero/polimero, PEG/hidroxilpropil amido.

Com base nos volumes das fases percebe-se que o ponto de mistura para
o sistema néo foi bem escolhido, pois rendeu volumes muito baixos para a fase de
fundo. Porém este foi prioritariamente selecionado para que os resultados obtidos
nos sistemas utilizados fossem facilmente comparados, mas no caso do sistema
PEG/maltodextrina ndo foi obtida uma melhor proporgéo volumétrica entre as
fases. Chen & Lee (1995) observaram uma razéo volumeétrica muito baixa 1,6/8.4
em sistema PEG-20000/dextrana T-500 (2/5%) como os obtidos neste trabalho.
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Os desvios padrées dos coeficientes de particdio nos sistemas
PEG/maltodextrina variaram entre 0,001-0,217 para proteina; 0,002-0,096 para
exo-PG; 0,009-0,189 para PL e 0,020-0,116 para endo-PG. Os coeficientes de
particdo para proteinas totais diminuiram com o aumento da massa molecular,
apresentando grande afinidade pela fase de fundo para massa molecular de PEG
maior que 1450, quando os mesmos ficaram abaixo de 0.5: como mostram a
Figura 4.10 e Tabela C-44 do Apéndice C.

A endo-PG também apresentou afinidade pela fase de fundo com PEG de
massa molecular acima de 8000, enquanto a exo-PG apresentou esta mesma
afinidade para todas as massas moleculares utilizados. Os coeficientes de
particdo diminuiram com aumento da massa molecular do PEG, o que também foi
observado para PL até PEG-1450, sendo que os maiores coeficientes de particdo
ocorreram com PEG-600 (2,06 + 0,217 para proteina), PEG-1450 (0,45 + 0,096
para exo-PG), PEG-3350 (1,37 + 0,116 para endo-PG) e PEG-10000 (1,89 + 0,189
para PL). Silva & Meirelles (2000) observaram, também o decréscimo do
coeficiente de particdo de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina com o aumento da
massa molecular do PEG em sistemas PEG/maltodextrina.

As enzimas foram recuperadas na fase de topo para a grande maioria dos
casos. Para exo-PG e proteinas este fato ocorreu apenas até PEG-1450, porém
para PL e endo-PG as recuperagbes encontradas eram sempre maiores que 70%
(Tabelas 4.21 e C-45 do Apéndice C). Tanuja et alii (1997) obtiveram
recuperacoes de 38,8% para amiloglicosidase em sistemas PEG-maltodextrina
(10-30%).

A purificagédo de PL e endo-PG foi elevada na fase de topo para massa
molecular de PEG acima de 1450. Os valores obtidos para a exo-PG foram
maiores na fase de fundo. PL apresentou um fator de purificacdo de 7,06 vezes
com recuperag@o de 88,1%, para endo-PG encontrou-se fator de purificacdo de
6,16 vezes com 77,8% de recuperacao, ja para exo-PG o maior valor ocorreu na
fase de fundo com PEG-600 (6,01 vezes com recuperacéo de 24,4%), como
mostram as Tabelas 4.22 e C-46 do Apéndice C.
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Figura 4.9: Variacdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(@) dos sistemas PEG/maltodextrina (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.
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Figura 4.10: Coeficientes de particdo das proteinas totais () e enzimas
pectinoliticas (PL A, exo-PG © e endo-PG @) nos sistemas PEG/maltodextrina
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.
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Tabela 4.21: Recuperagbes (%) na fase de topo para o sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
Totais

600 96,0 92,3 75,6 92,2
1000 92,1 85,4 66,6 90,0
1450 77,8 842 TrT 89,1
3350 35,0 83,4 18,3 90,3
8000 14,2 83,1 10,6 74,1
10000 12,4 88,1 6,3 77,8

Nos sistemas PEG/maltodextrina verificou-se grande ativacéo das enzimas,
0 que pode ser observado pelos valores de recuperacgio total acima de 100%,
quando se tomou como referéncia inicial uma solucdo aquosa da enzima (Tabelas
4.23 e 4.24). Nos ensaios de influéncia dos constituintes do sistema aquoso
bifasico na concentragéo de proteinas totais e atividades enzimaticas observou-se
que a maltodextrina proporcionava uma grande aumento da atividade de exo-PG,
0 que esta de acordo com os resultados obtidos no sistema bifasico. Para endo-
PG o aumento da atividade foi sutil, o que é comprovado pelos rendimentos totais
proximos a 100% até PEG-3350. Ja para PL e para as proteinas totais os valores
obtidos com os sistemas contendo apenas um dos formadores do sistema nao tem
correlagdo com os resultados obtidos no sistema bifasico. Chen & Lee (1995)
verificaram que a atividade especifica de quitanase na presenca de PEG, dextrana
e no sistema bifasico (34,2; 25,8 e 41,5 U) era maior que no sistema de referéncia
(13,6 U), demonstrando que no sistema bifasico pode ocorrer sinergismo dos
compostos aumentando (no caso exposto) ou diminuindo a atividade enzimatica
(como verificado neste trabalho para alguns casos).

Ja os valores dos fatores de purificagdo foram maiores que os calculados

pela forma tradicional para exo-PG e PL, com aumento de 6,0 e 7.1 com o calculo

tradicional para 19,0 e 12,7 com a nova referéncia (Tabela 4.25).

114



Capitulo 4: Particdo das Enzimas Pectinoliticas
Comerciais em Sistemas Aquosos Bifasicos

Tabela 4.22: Fator de purificacdo na fase de topo para o sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 0,96 0,79 0,96
1000 0,93 0,72 0,98
1450 1,08 1,00 1,14
3350 2,38 0,52 2,58
8000 5,79 0,73 5,39

10000 7,06 0,50 6,16

Tabela 4.23: Recuperactes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteinas PL
do PEG Riopo  Rundo Riotal Riopo  Rmtundoe  Rtota
600 80,0 3.4 83,4 1479 12,4 160,3
1000 77,6 6,6 84,2 141,0 240 165,0
1450 70,9 20,2 91,1 1324 247 157 1
3350 256 47,5 73,2 187,3 37,4 2247
8000 12,7 8.7 88,4 107,9 221 130,0
10000 10,5 73,7 84,1 133,56 18,4 1561,9

Tabela 4.24: Recuperacdes (%) da exo-PG e endo-PG, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina

(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.
MM Exo-PG Endo-PG
Do PEG Riogo Rfundo Ritotal Rtopo Rfundo Rotal
600 198,8 64,2 2629 1051 8,8 113,9
1000 2364 1184 3548 1043 11,6 115,8
1450 337,3 97,0 434,3 97.5 12,7 1102
3350 202 121,5 1487 98,0 10,3 108,3
8000 18,4 156,1 1745 39,3 11,5 50,9
10000 13,8 2066 2204 53,8 16,4 70,2
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Tabela 4.25: Fator de purificacdo, utilizando como referéncia inicial uma solucdo
aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPis: FPins FEPos  FPusss  FPas  Fline
600 185 366 248 1896 131 2.59
1000 182 363 305 1789 134 175
1450 1,87 123 476 481 138 063
3350 7,31 079 1068 256 382 022
8000 8,51 029 145 206 310 015
10000 1274 025 132 280 514 022

4.3.1.6. Sistemas PEG/maltodextrina com adigao de NaCl

Adicionou-se NaCl aos sistemas PEG/maltodextrina para estudar seu efeito
nos sistemas de mesma composigdo e iguais condigbes que os anteriormente
estudados. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 4.11 e 4.12, nas Tabelas
4.26 a2 4.30 e Tabelas C-53 a C-62 do Apéndice C.

Nestes novos sistemas nao foi verificada a formacdo de sistema bifasico
com PEG-400. O volume de fase de topo era maior que a da fase de fundo, e
diminuiu com o aumento da massa molecular do PEG. A porcentagem volumétrica
da fase de fundo foi maior que nos sistemas sem adicdo de NaCl para massa
molecular de PEG acima de 1450, como pode ser visto nas Figura 4.11 e Tabela
C-53 do Apéndice C.

Os desvios padrées dos coeficientes de particdo variaram entre 0,002-0,053
para proteina, 0,001 - 0,187 para exo-PG, 0,007 — 0,045 para endo-PG e 0,019 -
0,679 para PL, exceto a PEG-10000 (1,725) para PL. Os coeficientes de particéo
das proteinas diminuiram com a elevag¢do da massa molecular do PEG, apesar de

se encontrar um valor elevado a PEG-1000.
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Ocorreu diminui¢do do coeficiente de particdo das enzimas PL (até PEG-
1450) e exo-PG, que tiveram afinidades por fases diferentes, topo e fundo,
respectivamente. Endo-PG apresentou coeficientes de particdo proximos de 1, ou
seja, se dividiu de forma praticamente igual entre as fases (exceto a PEG-8000).
Os maiores valores do coeficiente de particdo foram encontrados a PEG-600 (0,70
+ 0,187 para exo-PG), PEG-1000 (4,76 + 0,053 para proteina e 1,11 + 0,007 para
endo-PG) e a PEG-10000 (7,68 + 1,725 para PL) valores mais elevados que nos
sistemas sem adicdo de NaCl, exceto para endo-PG (Figura 4.12 e Tabela C-54
do Apéndice C).

Todas as enzimas foram recuperadas na fase de topo e a recuperagéo da
endo-PG diminuiu com o aumento da massa molecular do PEG, assim como a da
PL até PEG-1450. Com a adigdo de NaCl ao sistema as recuperacdes da exo-PG
aumentaram, para PL diminuiram e para endo-PG praticamente permaneceram
iguais (Tabelas 4.26 e C-55 do Apéndice C). As enzimas PL e endo-PG foram
separadas na fase de topo para PEG de alta massa molecular (acima de 1450),

porém no caso da exo-PG ocorreu o contrario.

Comparando-se os valores dos fatores de purificagéo para os sistemas com
e sem adicdo de NaCl, observou-se que os valores nos sistemas com adi¢ao do
sal eram menores com PEG de alta massa molecular para endo-PG e maiores
para PL e exo-PG (Tabelas 4.27 e C-56 do Apéndice C).

As enzimas também apresentaram ativacao nos sistemas com NaCl, porém
apenas a adigdo de NaCl ndo aumentou ativagdo, pois as recuperacoes totais
foram semelhantes aos sistemas sem NaCl. No caso da exo-PG o sal teve efeito
repressor da atividade, mas promoveu o aumento da recuperagao de PL (Tabelas
428 e 4.29) quando comparado com o sistema sem NaCl. Os fatores de
purificacdo foram maiores quando se usou solugdo aquosa da enzima como
referéncia inicial do sistema para PL e exo-PG, ja a endo-PG apresentou a mesma

tendéncia que na forma tradicional de calculo (Tabela 4.30).
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Figura 4.11: Variagao da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(®) dos sistemas PEG/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.
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Figura 4.12: Coeficientes de particdo das proteinas totais (O) e enzimas
pectinoliticas (PL A, exo-PG © e endo-PG @) nos sistemas PEG/maltodextrina
(20/15%) com NaCL (6%) a pH 7,0 e 4°C.
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Tabela 4.26: Recuperacdes (%) na fase de topo para o0 sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 98,6 923 93,0 947
1000 97,6 85,4 82.5 90,3
1450 89,9 84,2 178 83,5
3350 483 83.4 56,7 717
8000 25,0 83,1 59,0 65,0

10000 19,5 88,1 26,5 69,5

Tabela 4.27: Fator de purificacgdo na fase de topo para o sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7.0 e 4°C.

Massa molecular PL Exo-PG Endo-PG
do PEG

600 1,00 0,93 0,96
1000 0,96 0,85 0,93
1450 1,01 0,85 0,93
3350 1,79 1:1F 1,49
8000 3,65 2,39 2,60
10000 4,88 1,37 3,61

Tabela 4.28: Recuperacdes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial uma solucdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteinas PL
do PEG Rtopo Rfundo Riotal Rtopo Rfundo Riotal
600 143,0 21 145,1 163.7 341 166,8
1000 146,5 3.7 150,2 1786,0 12,4 188,3
1450 118,8 13,4 132,2 169,77 17,1 186,8
3350 68,3 73,5 141,8 2157 34,6 250,3
8000 34,3 105,2 1398 2512 28,3 279,5
10000 26,8 112,2 1390 2016 12,6 2142
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Tabela 4.29: Recuperagodes (%) da endo-PG e exo-PG, utilizando como referéncia
inicial uma solugdo aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG

do PEG Rtopo Rfundo Riotal Riopo Rfundo Riotal
600 81,8 7.1 88,9 110,6 6,0 116,6
1000 206,2 43,9 2501 106,3 11,4 117,6
1450 226.4 69,4 2958 89,6 17,8 107 .4
3350 89,4 69,3 158.7 F i et 30,6 107.8
8000 204 3 143,2 3475 37,4 21,2 58,6

10000 49 8 138,5 1883 78,3 344 112,6

Tabela 4.30: Fator de purificagao, utilizando como referéncia inicial uma solucéo
aquosa da enzima, para o sistema PEG/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7,0 e 4°C.
Massa molecular PL Exo-PG Endo-PG

do PEG FPtopo FPfundo FPiopo  FPfundo FPtopo  FPrundo
600 1,14 1,56 0,57 3.58 0,77 2,99
1000 1,20 3,39 1,41 12,04 0,73 3,11
1450 1,43 1,28 1,90 a1 0,75 1,34
3350 3,16 0,47 1,31 0,94 1,13 0.42
8000 7,32 0,27 5,95 1,36 1,09 0,20
10000 7,53 0,11 1,86 1,23 2,92 0,31
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4.3. CONCLUSOES PARCIAIS

O volume da fase de topo diminui com 0 aumento da massa molecular do
PEG.

Nos sistemas PEG/fosfato as proteinas totais sao recuperadas na fase de
fundo e as enzimas na fase de topo com PEG de alta massa molecular e na fase
de fundo com os de baixo massa molecular. A adicdo de NaCl aumenta os
coeficientes de particdo de PL e exo-PG, mas nao influencia os coeficientes de
particdo de endo-PG e PE, ja os fatores de purificagdo das enzimas sao mais
elevados.

Nos sistemas PEG/citrato os coeficientes de particdo da PL, exo e endo-PG
diminuem com o aumento do massa molecular do PEG. A adi¢ao de NaCl n&o traz
vantagens no coeficiente de particdo da endo-PG, porém melhora as
recuperacoes.

Nos sistemas PEG/maltodextrina as razées volumétricas entre as fases de
topo e de fundo s&o bastante altas, devido ao baixo volume da fase de fundo. Os
coeficientes de particdo diminuem com o aumento da massa molecular do PEG,
exceto para PL e sdo menores que nos sistemas onde €& adicionado NaCl. As
enzimas sdo recuperadas na fase de topo em todos os sistemas. Os fatores de

purificacdo s&o fortemente influenciados pela massa molecular do PEG.
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CAPITULO 5

PARTICAO DAS ENZIMAS PECTINOLITICAS PRODUZIDAS POR Aspergillus
niger NRRL-3122 EM FERMENTAGAO SUBMERSA
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5.1. INTRODUGAO

Os processos fermentativos produzem além da substancia desejada, sub-
produtos e massa celular, devido a isto os mercados consumidores destas
biomoléculas apresentam rigorosas exigéncias de utilizacdo no tocante a
qualidade e pureza, principalmente nos que serdo utilizados pelas industrias
farmacéuticas e de alimentos. Para suprir estas exigéncias varias técnicas de
purificacdo, com diferentes graus de complexibilidade, surgiram ao longo dos
anos. Estas técnicas sdo responsaveis pelo alto custo de produgdo destes
biocompostos, principalmente das enzimas que requerem maior cuidado., pois
devem conservar suas propriedades cataliticas.

Uma das técnicas de separagdo empregada é a extracdo liquido-liquido
utilizando sistemas aquosos bifasico, que permite a facil ampliacao de escala,
elimina etapas do processo e diminui a desnaturagio das enzimas devido ao alto
conteudo de agua na formacéo das fases.

As enzimas pectinoliticas possuem grande aplicabilidade na industria, pois
diminui a viscosidade de suco de frutas e conseqiientemente evita problemas na
concentragcdo dos sucos, bem como na clarificagdo dos mesmos. Os complexos
enzimaticos de pectinases contém PE que produz metanol. Esta producao
prejudica a qualidade dos sucos, fazendo-se necessario que técnicas de
purificac@o da enzima pectinolitica seja desenvolvida a fim de se eliminar a PE.

O objetivo deste capitulo & determinar os coeficientes de particdo e
consequentemente as recuperacbes e fatores de purificacdo das enzimas
produzidas pela fermentacdo em sistemas PEG/fosfato de potassio, PEG/citrato
de sodio e PEG/maltodextrina em diferentes massas moleculares de PEG com e

sem presenca de NaCl.

124



Capitulo 5: Particdo das Enzimas Pectinoliticas Produzidas por
Aspergillus niger NRRL-3122 em Fermentagéo submersa

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Microrganismo e Meio de Cultura

Utilizou-se Aspergillus niger NRRL-3122 para produzir as enzimas
pectinoliticas, pois foi 0 microrganismo que melhor produziu as maiores atividades
enzimaticas (principalmente a exo e endo-PG), como exposto no Capitulo 3. Este
microrganismo foi obtido da Fundagéo de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”,
sendo mantido em estogue em agar inclinado de acordo com o catalogo da
Fundagdo “André Tosello”. O meio de cultura, escolhido entre os trés utilizados e
citados no item 3.2.1 do Capitulo 3, apresenta a composigéo mostrada na Tabela
54,

Tabela 5.1: Composicéo do meio de cultura.

Componentes Composigao (%, p/v)
(NH4)2S04 0,10
KH2PO4 0,05
MgS04.7H20 0,05
Extrato de levedura 0,20
Glicose 2,00
Pectina 1,00

Fonte: RUIZ et alli (1988).

5.2.2. Condigbes das Fermentacoes

Utilizou-se um fermentador de bancada (Bioflo de 5 L de capacidade) com
volume de trabalho de 4 L. A fermentagéo foi conduzida a pH inicial de 4.5;
agitagao de 200 rMM, in6culo contendo aproximadamente 6 x 10" esporos/mL

(10% do volume do meio), aeragao de 2 L/min e temperatura de 28°C.
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5.2.3. Concentragdao das Enzimas

O processo de concentragio das enzimas, obtidas através da fermentacdo
e ilustrado pelo fluxograma, é apresentado na Figura 5.1. O caldo fermentado foi
coletado apds 10 dias de fermentacao e filtrado em papel de filtro para a retirada
dos fungos. Apds a filtragdo as enzimas contidas no caldo foram precipitadas com
etanol absoluto a -20°C na proporgdo de 1 parte de caldo para 3 de alcool. O
precipitado foi resuspendido em agua destilada com volume 10 vezes menor que o
do caldo fermentado utilizado. A suspens&o contendo as enzimas foi dialisada a
4°C por toda noite (minimo de 12 h) para a eliminagéo de sais da fermentacao que

ainda estavam presentes.

Fermentacao
Filtracao
Etanol Absoluto
Precipitacdo
Centrifugacéo
Enzima Dialise
Concentrada

Figura 5.1: Fluxograma da concentracdo do caldo fermentado.
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5.2.4. Sistema Aquoso Bifasico

Os sistemas utilizados foram o PEG/fosfato de potassio. PEG/citrato de
sodio e PEG/maltodextrina formado com PEG’s de massas moleculares de 400,
600, 1000, 1450, 3350, 8000 e 10000, caldo fermentado e com e sem adic&o de
NaCl (6%) a pH 7,0 e temperatura de 4°C, para evitar condi¢des desnaturantes.

Estes sistemas foram preparados a partir da adicdo direta no caldo
fermentado dialisado os constituintes do sistema aquoso bifasico (PEG, fosfato de
potassio, constituido de uma mistura de KH2PO4 e KoHPO4 na razao de 1,087
(p/p) que gerava uma solugdo a pH 7,0, citrato de sodio, ajustada a pH 7 com
acido citrico, maltodextrina, ajustada a pH 7,0 com tamp&o fosfato, e em alguns
casos cloreto de sédio), de modo a se obter um sistema bifasico com PEG a 20%,
segundo componente a 15%, e para algumas extragcbes NaCl a 6%. As solugdes
foram preparadas no mesmo dia de montagem dos sistemas.

As misturas foram agitadas em vortice por 2 min, seguindo-se da
centrifugagdo dos tubos a 2900 g por 10 min, com a finalidade de acelerar a
separacdo de fases. O sistema foi mantido em repouso a 4°C em banho
termostatico por toda a noite (minimo de 18 h) para que o sistema entrasse em
equilibrio. Apds esse tratamento as fases tornaram-se claras e transparentes € a
interface entre elas bem nitida. As fases foram separadas com auxilio de seringas,
tomando-se o cuidado de ndo perturbar o equilibrio. O volume de cada fase foi
medido em provetas graduadas. Aliquotas das fases de topo e fundo foram
retiradas e analisadas quanto as atividades enzimaticas (endo e exo-PG, PL e PE)
e proteina total. Determinou-se o valor do coeficiente de particdo da enzima e da
proteina, recuperacdo e fator de purificagéo de acordo com as equagdes 41a49
do Capitulo 4.

5.2.5. Determinacgao da Massa Celular Seca

As células de leveduras foram separadas do meio de cultura por

centrifugagdo e as de fungo foram separadas por filtracdo em papel de filtro
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Whatmann n° 52. Em seguida as células foram secas em estufa a vacuo a 60°C

até peso constante.

5.2.6. Determinagao da Concentragdo de Proteinas Totais

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford (1976),
utilizando Albumina Bovina como padrao.

5.2.7. Determinacao da Concentracdo dos Aglicares Redutores

A concentragdo de aglcares redutores foi determinada pelo método de
SOMOGY (1952), utilizando &cido galacturénico como padréo.

5.2.8. Determinacdo da Concentracado de Metanol
A concentracdo de metanol foi determinada pelo método de Wood &

Siddiqui (1971).

5.2.9. Determinagao da Concentracdo de Glicose

A concentracéo de glicose foi determinada conforme o procedimento do
catalogo técnico do reagente Glicose Enz-Color descrito no item 3.2.8 do Capitulo
3.

5.2.10. Determinagao da Atividade de Poligactoronase (PG)

As atividades de endo e exo-PG foram determinadas de acordo com
Kotzekidou (1991) e Pereira et alli (1993). Uma unidade de endo-PG foi definida

como a quantidade de enzima que reduz 1% a viscosidade da solucdo por minuto.
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E uma unidade de exo-PG foi definida como a quantidade de enzima que libera 1
umol de acido galacturénico por min a 37°C e pH 4,5.

Em todas as determinagbes das atividades enzimaticas, foram utilizados
brancos formados com a mesma composicdo da reacdo enzimatica, mas com &
enzima inativada por incubagdo em banho-maria a 100°C por 10 min. Este
procedimento teve como objetivo eliminar as influéncias dos componentes do

sistema e determinar apenas o efeito da agéo enzimatica sobre o substrato.

5.2.11. Determinacao da Atividade de Pectina-liase (PL)

A atividade de PL foi determinada pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 235 nm, devido & producdo de compostos 4,5 insaturados
(Albersheim & Killias, 1962; Alafia et alli, 1989). Uma unidade de PL foi definida
como a quantidade de enzima que produz um aumento de uma unidade de

absorbancia a 235 nm por minuto.

5.2.12. Determinagdo da Atividade de Pectina-esterase (PE)

A atividade da PE foi determinada pela quantificagdo do metanol liberado
no meio. de acordo com Wood & Siddiqui (1971). Uma unidade de PE foi definida

como a quantidade de enzima que libera 1umol de metanol por min a 40°C.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Produgédo das Enzimas Pectinoliticas

Para se realizar o processo de extracdo em sistema aquoso bifasico das
enzimas pectinoliticas, fermentou-se pectina comercial tipo 8002 utilizando-se
Aspergillus niger NRRL-3122 & 28°C e pH inicial 4,5, para a producdo destas
enzimas. Os resultados da fermentacdo sdo apresentados nas Figuras 52a53e
Tabelas D-1 e D-2 do Apéndice D.

O microrganismo apresentou fase de crescimento exponencial de 24 h
seguida pela fase estacionaria de crescimento celular apos 72h de fermentacao.
Entretanto ocorreu a diminuicdo da concentragdo de massa seca entre 144 e
168h, a partir da qual houve aumento da massa seca. Este comportamento pode
ter sido causado pela adaptag&o do microrganismo ao substrato, mais dificil de ser
degradado (pectina), j4 que a glicose presente no meio de cultura tinha sido
rapidamente degradada e n&o foi detectada no caldo fermentado a partir de 96h
de fermentacdo, quando ocorreu a maior concentracdo de massa seca na fase
estacionaria de crescimento celular (12,09 g/L). Isto denota que a glicose
contribuiu para 0 aumento da massa seca. Perreira et alli obtiveram uma
concentragdo maxima de 15,24 g/L a 120 h de fermentagao utilizando Aspergillus
niger. Schmidt et alli (1995) observaram na fermentacdo com o mesmo
microrganismo uma fase exponencial de 24h.

O pH da fermentacdo diminuiu com o tempo atingindo o menor valor (2,33)
@ 96 h, devido a produgéo de acidos gerados na degradacéo da glicose. Friedrich
et alli (1992) observaram também decréscimo do pH da fermentagdo, com
Aspergillus niger, até atingir 2,3 ao final da fermentac&o. Schimid et alli (1995)
detectaram pH igual a 2,00 na fase de crescimento exponencial. A concentracao
de proteina aumentou nas primeiras 24 h de fermentacéo, possivelmente devido a
producao de matéria protéica, como enzimas, que foram geradas para a

degradacao da glicose.
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Figura 5.2: Comportamento do valor do pH (A) e das concentraces de proteina
(O) e de glicose (<) na fermentagdo de pectina comercial tipo 8002 por
Aspergillus niger NRRL-3122 a 28°C e pH inicial 4,5.

A Endo-PG foi produzida apenas apds 120 h de fermentac&o quando o pH
da fermentacdo voltava a aumentar, a maxima atividade ocorreu a 216 h (39,89
U/mL). Exo-PG foi produzida a partir de 48 h, o que também foi verificado por
Fonseca & Said (1995) utilizando Penicillium frequentans, atingindo maxima
atividade a 144h 0.34 U/mL. Pereira et alli (1995) obtiveram uma atividade maxima
de exo-PG de 0,85 U/mL utilizando 0 mesmo microrganismo deste trabalho. As
poligalacturonases foram produzidas quando ndo se verificava presenca de
glicose no meio, pois 0 microrganismo necessitava produzir enzimas que
degradassem a pectina, que sendo mais dificil de serem degradadas foram

consumidas apds o consumo da glicose. Schwann et alli (1997) também
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observaram que as poligalacturonases foram obtidas na fase de crescimento

estacionario de leveduras.
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Figura 5.3: Comportamento das atividades enzimaticas (PE-M: PL-A, exo-PG-O

e endo-PG-@), das concentracdes de massa seca (®) e de proteina (O) e do
valor do pH (A) na fermentagéo por Aspergillus niger NRRL-3122 a 28°C e pH

inicial 4,5.

PL foi produzida no inicio (0,22 U/mL & 48h) e ao final da fermentacso,
quando as atividades foram bastante baixas quando comparadas com o valor
maximo inicial. Brumano et alli (1993) utilizando Penicillium griseoroseum,
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verificaram que a PL era produzida mais pronunciadamente na fase de morte
celular. A PE foi produzida de forma irregular em trés diferentes zonas com
maximo ocorrendo a 120 h (0,61 U/mL).

5.3.2. Precipitagao Enzimatica

Alguns autores precipitaram enzimas pectinoliticas com etanol absoluto a -
20°C (Polizeli et alli, 1991; Singh et alli 1999b). Para verificar a melhor razao
volumétrica de etanol e caldo fermentado que precipitava maior quantidade de
enzimas. utilizou-se a Pectinex-3XL (descrita no Capitulo 4) e razdes de volume
de enzima por etanol entre 1:10 a 1:1, como mostram a Figura 5.4 e Tabela D-3
do Apéndice D. Observou-se que a partir da raz&o 1:3 a massa de precipitado
permaneceu praticamente constante, o que indica ser esta razéo suficiente para
precipitar o material protéico (incluindo as enzimas) o que esta de acordo com 0s

resultados obtidos pelos autores acima citados.

0,20

0,18 * o

0,16

0,14+

Precipitado (g)

0,12t

0,10

0] 1 2 3 4 <] 6 7 8 9 10

Volume de etanol para 1 mL de enzima (mL)

Figura 5.4: Precipitacéo de enzimas pectinoliticas contidas na enzima comercial

Pectinex 3XL com etanol a —20°C em diferentes proporgdes de etanol e enzima.
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5.3.3. Ensaios de Extracao

5.3.3.1. Sistema PEG/fosfato de potassio

Para que se pudesse quantificar, no processo de purificacdo através de
sistemas aquosos bifasicos, as enzimas pectinoliticas obtidas na fermentacao
foram concentradas de acordo com o procedimento descrito no item 5.2.3.

As enzimas fermentadas tiveram fatores de concentracdo diferenciados
ap6s o procedimento de concentracdo aplicado, as PG apresentaram fatores
praticamente iguais em torno de 5 vezes, ja as proteinas e a PE tiveram valores
de concentracio bastante elevados, o que nao foi verificado com a PL. Apés o
processo de dialise, a concentragdo de proteinas totais e das atividades
enzimatica (exceto PE) foram menores que os obtidos somente com a

precipitagdo com etanol a —20°C, como mostra a Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Resultados da concentragdo do caldo fermentado de Aspergillus niger

NRRL-3122 para as extragGes com os sistemas PEG/fosfato de potassio com e

sem NacCl.
Analise Fermentacdo Precipitacdo Dialise Fator de
Concentracéo

Proteina (mg) 0,13+0,008 1,30+ 0,104 1,24 + 0,032 9,5
PE (U/mL) 0,001 = 0,000 0,008 +0,000 0,028 + 0,004 28,0
PL (U/mL) 0,10+ 0,004 0,27 +0,060 0,03 £ 0,003 0,3
Exo-PG (U/mL) 0,32+0,039 283+0,043 1,67 + 0,000 52
Endo-PG (U/mL) 27,94 +2 414 162,95 +8,518 154,12 + 10,478 55

No processo de concentragdo tentou-se obter um valor em torno de 10
vezes, o que nao foi atingido para PL, exo e endo-PG, que tiveram perda de
atividade. Singh et alli (1999b) também verificaram perda de atividade das
enzimas pectinoliticas apos precipitagdo com etanol a —20°C. Apesar das perdas
Os valores do fator de concentracéo obtidos neste trabalho foram maiores que os
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obtidos por Kapoor et alli (2000), que obtiveram um fator de 2,5 vezes, quando
precipitou as enzimas com sulfato de amoénia a 90% de saturagéo. Mesmo com a
reducédo das atividades o procedimento de dialise foi necessario para a eliminacéo
dos sais da fermentacéo que poderiam alterar a formacao do sistema bifasico.

No processo de extracdo das enzimas foram utilizados PEG’'s de massa
molecular variando entre 400 e 10000 Da. Entretanto observou-se que nos
sistemas com PEG-400 e 600 n3o ocorria a formagdo de sistema bifasico. Rito-
Palomares & Cueto (2000) observaram que biomoléculas tém potencial implicacao
na formacao do sistema aquoso bifasico, pois provocam modificagdes na posicao
da curva binodal no diagrama de fase devido ao acimulo destas biomoléculas em
uma das fases gerando uma modificagdo da razdo volumar. Os resultados das
extracbes sdo apresentados nas Figuras 5.5 e 5.6 e nas Tabelas D-4 a D-12 do
Apéndice D.

Com o aumento da massa molecular do PEG ocorreu a diminuicao da
porcentagem volumétrica da fase de topo, como mostram a Figura 5.5 e Tabela D-
4 do Apéndice D. Esta porcentagem da fase de topo foi maior que nos
experimentos com a enzima comercial apresentada no Capitulo 4, mostrando
assim que os componentes ainda presentes no caldo fermentado apos a dialise
diminuem a exclus&o de agua para a fase de fundo.

Os desvios padrdes dos coeficientes de particao variaram entre 0,000-0,064
para proteina, 0,000-0,500 para PE, 0,001-0,159 para PL, 0,030-0,239 para exo-
PG e 0,001-0,011 para endo-PG, como mostra a Tabela D-5 do Apéndice D. As
enzimas e as proteinas apresentaram os maiores valores de coeficiente de
particdo nos sistemas formados com PEG de alta massa molecular (0,78 + 0,026
para proteinas, 2,57 + 0,159 para PL, 1,77 + 0,239 para exo-PG, 0,06 + 0,011 para
endo-PG em PEG-8000 e 9,50 + 0,500 pra PE em PEG-10000) como mostra a
Figura 5.6.

Verificou-se que nos sistemas formados com PEG-10000 ocorreu a
separacdo da PE das outras enzimas e das proteinas. A PE concentrava-se na
fase de topo e apresentava coeficiente de particdo de 9,50 = 0,500. As outras

enzimas e proteinas totais apresentaram coeficientes de particdo menores que 1,
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ou seja, concentraram-se na fase de fundo, exceto a exo-PG cujo coeficiente de
particao foi de 1,15 o que significa dizer que se distribuiu uniformemente entre as

fases.
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Figura 5.5: Variagéo da porcentagem volumétrica da fase de topo (®) e de fundo
(O) dos sistemas PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C na separacgao
de enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3112.

A endo-PG teve valores de coeficiente de particdo bem baixos (menores
que 0,06) o que indica a afinidade da enzima pela fase de fundo, fato reforcado
pelas baixas recuperagdes na fase de topo. Comparando-se com os valores
obtidos nos sistema com enzima comercial (Capitulo 4), verificou-se que nos
sistemas reais os coeficientes de particdo foram bem maiores, o que ndo foi
observado no caso da PL. Nestes sistemas com o caldo fermentado ocorreu uma
diminuicao do coeficiente de particdo em PEG-3350 e 8000, exceto para a endo-
PG, que com estes PEG’s apresentou valores mais elevados. Gonzalez et alli

(1990) observaram que B-galactosidase tinha maior afinidade pela fase de topo.
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Figura 5.6: Coeficientes de particdo das proteinas totais (Ll) e enzimas
pectinoliticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O e endo-PG-@) de Aspergillus niger NRRL-
3112 nos sistemas PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

As recuperacdes de PE na fase de topo foram sempre maiores que 50%,
indicando a preferéncia de enzima por esta fase, ja as outras enzimas e as
proteinas totais tenderam, na maioria dos casos, a recuperagdes menores ou
proximas a 50% (Tabela 5.3 e D-6 do Apéndice D para a fase de fundo).

Tabela 5.3: Recuperacoes (%) na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 38,1 79,43 3,85 62,76 5,88
1450 5.1 87,42 52,39 54,75 417
3350 497 67,26 35,05 53,02 7,86
8000 51.7 81,36 77,96 70,91 7,61
10000 40,1 92,02 41,14 58,26 2,59

137




Capitulo 5: Particdo das Enzimas Pectinoliticas Produzidas por
Aspergillus niger NRRL-3122 em Fermentacdo submersa

A PE contida no caldo fermentado recuperado em maior quantidade na fase
de topo, quando comparada com os valores de recuperacdo obtidos com as
enzimas contidas em complexo multienziméatico comercial. J& para as outras
enzimas e proteinas ocorreu o inverso. Papamichael ef alfi (1992) obtiveram
recuperacdes de 42% para fumerase com concentracéo de PEG de 17%.

As endo-PG foram purificadas na fase de topo o que difere do
comportamento desta enzima contida em complexo enzimatico comercial, o que
também foi verificado com a PL em valores de massas moleculares de PEG
baixos. Os maiores fatores de purificagdo ocorreram na fase de topo com PEG-
1000 (exo-PG 1,65 vezes), PEG-3350 (endo-PG 0,16 vezes), PEG-8000 (PL 1,51
vezes) e PEG-10000 (PE 2,29), como mostram as Tabelas 5.4 e D-7 do Apéndice
D para a fase de fundo. Estes valores estdo abaixo dos obtidos com a enzima
comercial. Gupta et alli (1993) obtiveram fator de purificacdo de 3,8 vezes com
rendimento de 4,4% apds duas etapas de precipitagdo por afinidade. Este valor é
mais elevado que os obtidos neste trabalho, porém vale salientar que o processo
aqui empregado ocorreu em apenas um passo com rendimentos de 62,8% para
exo-PG, 7,9% para endo-PG, 78,0% para PL e 92,0% para PE com os PEGs que
geraram os maiores fatores de purificacéo.

Tabela 5.4: Fator de purificagdo na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 207 0,10 1,65 0,15
1450 1,83 0,92 0,95 0,07
3350 1,38 0,70 1,07 0,16
8000 1,57 1.51 1,37 0,15
10000 2,29 1,02 1,45 0,06

Utilizando como referéncia inicial o caldo fermentado foi observado que as

recuperacdes totais das enzimas sdo extremamente influenciadas pelo sistema
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(Tabelas 5.5 e 5.6), com ativacdo de PE, PL e exo-PG apesar de ter sido
verificado que os PEG inativarama exo-PG nos experimentos envolvendo a
influéncia dos formadores do sistema aquoso bifasico (Capitulo 1). A ativac&o da
enzima pode ser devida ao efeito sinérgico dos componentes formadores. Os
fatores de purificagdo foram mais elevados que nos casos onde se estabeleceu
como referéncia inicial 8 soma das concentracées de proteinas ou atividades

enzimaticas na fase de topo e fundo (Tabela 5.7).

Tabela 5.5: Recuperacdes (%) das proteinas, PE e PL, utilizando como referéncia
inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteina PE PL
do Riopo Rfundo Riotal Riopo Riundo Riotal Rtopo Riundo Riotal
PEG

1000 15,555 2529 4085 92,93 2508 118,01 43,30 1091,1 1134,4
1450 5926 44,12 10339 7266 1045 8311 32231 2912 6135
3350 4591 4661 9252 303,22 147,15 450,37 355,15 6604 10156
8000 37,72 3524 7296 15755 36,10 193,65 38505 1089 4939
10000 24,98 37,28 6227 14909 12,92 162,01 9444 1367 2312

Tabela 5.6: Recuperacdes (%) da PL e PE, utilizando como referéncia inicial o
caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a

pH 7,0 e 4°C.
MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Rtopo Rfundo Rtotal Rtopo Rtundo Riotal
1000 86,83 51,63 138,35 3,56 56,95 60,50
1450 66,53 56.32 112185 2,61 59,98 62,59
3350 49 93 44 03 93,96 3,40 39,78 43,18
8000 110.83 4594 156,87 2,90 o821 38,11
10000 56,26 40,32 96,58 225 8484 87,09
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Tabela 5.7: Fator de purificagdo, tomando como referéncia inicial o caldo
fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/5%) a pH 7,0
e 4°C.

MM PE PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPiopo FPfunde FPtopo FPrungo FPiopo FPrnde FPiopo FPrundo
1000 598 099 278 4313 558 204 023 225
1450 123 024 544 660 112 125 004 136
3350 661 3,16 774 1417 109 094 007 085
8000 418 1,02 1021 309 294 130 0,08 1,00
10000 557 035 378 367 225 108 009 228

5.3.3.2. Sistema PEG/fosfato de potassio com adigao de NaCl

Para verificar a influéncia da adicéo de cloreto de sédio na separagéo das
enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3122, adicionou-se 6 % de NaCl
ao sistemas. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 5.7 e 5.8, Tabelas 5.8 a
5.12 e Tabelas D-13 a D-19 do Apéndice D. A separacdo das fases nos sistemas
com adicdo de NaCl foi mais influenciada pela presenca de biomoléculas que os
sem adicao do sal, pois ocorreu formagéo de fases apenas com PEG-3350, 8000

e 10000 gquando adicionou-se o NaCl.

As porcentagens volumétricas das fases tiveram pouca influéncia com a
adicao do NaCl. A porcentagem para a fase de topo diminuiu com o aumento da
massa molecular do PEG, como mostram a Figura 5.7 e Tabela D-13 do Apéndice
D. Os desvios padrées dos coeficientes de particdo variaram entre 0,000-0,037
para as proteinas, 0,021-1,611 para PE, 0,030-0,471 para PL, 0,023-0,094 para
exo-PG e 0,020-0,062 para endo-PG.
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Em PEG-8000, os coeficientes de particdo para as proteinas, PL e endo-PG
apresentaram minimo valor e para a PE maximo valor. A exo-PG teve aumento
progressivo do valor do coeficiente. Os maiores valores do coeficiente de particéo
foram verificados a PEG-3350 (0,85 £ 0,037 para proteinas e 1,29 + 0,062 para
endo-PG e 13,79 + 0,471 para PL), PEG-8000 (10,46 + 1,611 para PE) e PEG-
10000 (1,25 + 0,023 para exo-PG). Com PEG-8000 e 10000 observou-se a maior
afinidade das proteinas e das enzimas na fase de fundo comprovado pelos
resultados menores que 1,0 para os coeficientes de particdo. Estes dados podem
ser vistos na Figura 5.8 e na Tabela D-14 do Apéndice D.

A adicdo de NaCl diminuiu o coeficiente de particdo para a exo-PG e endo-
PG (exceto a PEG-1000), o que esta de acordo com Albertsson et alli (1990) que
verificaram o decréscimo do coeficiente de particdo na presenca dos ions Na“ e
CI'. Ja Krone & Kula (1978) observaram a diminuigao do coeficiente de particdo de

a-glucosidase em sistemas PEG-400/dextrana.

62

58

54 |

50

46 |

Porcentagem Volumétrica

42

38
2000 4000 6000 8000 10000

Massa Molecular do PEG

Figura 5.7: Variagdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(@) dos sistemas PEG/fosfato de potéssio (20/15%) apH 7,0 e 4°C na separacédo
de enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3112.
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Para PL e PE n&o foi verificada esta diminuicdo. Falco et alli (2000)
observaram que o melhor valor para o coeficiente de particdo de a-galactosidase
de Sesbania marginata ocorria em sistema PEG-1500/fosfato na auséncia de
NaCl. Observou-se que PEG-8000 apresentou uma boa separacéo de PE (que se
concentrava na fase de topo) das proteinas e das outras enzimas (que se
concentravam na fase de fundo). Utilizando PEG-3350 verificou-se 6tima
separagdo de PL.
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Figura 5.8: Coeficientes de particdo das proteinas totais (1) e enzimas
pectinoliticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O e endo-PG-@) de Aspergillus niger NRRL-
3112 nos sistemas PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

As recuperagbes na fase de topo tiveram tendéncia semelhante a obtida
para os coeficientes de particdo. A adigdo de NaCl diminuiu a recuperacdo de exo-
PG, porém aumentou os valores para as outras proteinas e enzimas pectinoliticas
(Tabelas 5.8 e D-15 do Apéndice D para a fase de fundo). Os fatores de
purificacdo da fase de topo foram em geral menores exceto para endo-PG que
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sofreu aumento. Contudo ainda era menor que 1 para os PEG-8000 e 10000
(Tabelas 5.9 e D-16 do Apéndice D para a fase de fundo). Bradoo et alli (1995)
observaram rendimentos baixos para lipase &cida (5,3 %) e neutra (15,2%) em
sistemas PEG-600/fosfato (70/40%).

Tabela 5.8: Recuperacdes (%) na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
3350 55,44 61,21 95,28 42,86 65,34
8000 4429 92,50 37,83 41,27 12,66

10000 45,70 56,03 50,58 57,16 30,61

Tabela 5.9: Fator de purificacdo na fase de topo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
3350 1,10 1,72 0,77 1,18
8000 2,09 0,85 0,93 0,29
10000 1.22 1,09 1,25 0,67

Utilizando como referéncia inicial o caldo fermentado e dialisado, notou-se a
mesma tendéncia de ativacdo e inativagdo causado pelos constituintes do sistema
que nos experimentos sem NaCl (Tabelas 5.10 e 5.11). Apesar de ndo serem tao
altos quanto os deste trabalho os valores de recuperacao em uma fase obtidos por
Falco et alli (2000) para a-galactosidase de Sesbania marginata foram de 120%
sem adicdo de NaCl e de 144% e 131% com a incorporagao de 6% e 12% de
NaCl no sistema, respectivamente. Estes valores mostram que o problema de
tomada de referéncia inicial esta presente na determinagéo das recuperagoes e
fatores de purificagdo. Os fatores de purificagdo apresentaram valores de
purificagdo maiores com a mudanga do sistema de referéncia inicial da mesma

forma que os sistemas sem NaCl (Tabela 5.12).
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Tabela 5.10: Recuperacbes (%) das proteinas, PE e PL, utilizando como

referéncia inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteina PE PL

do PEG Riopo Rfundo Ristal  Riopo  Runde  Rictal Riopo  Rindo  Riotal
3350 476 384 860 2466 1567 403,3 3187 158 3344
8000 46,5 585 1050 5576 46,0 6035 3584 5906 949.0
10000 31,7 37,7 694 1478 1176 2654 4181 4182 8363

Tabela 5.11: Recuperacdes (%) de exo-PG e endo-PG, utilizando como referéncia

Inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Rtopo Rfundo Riotal Rtopo Rfundo Riotal
3350 3590 4792 8382 3426 1818 5244
8000 51,82 7458 126,50 535 36,95 4230
10000 63,31 47,46 110,77 23,03 5221 75,24

Tabela 5.12: Fator de purificagdo, utilizando como referéncia inicial o caldo

fermentado e dialisado, para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%)apH 7,0
e 4°C.

MM PE PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPtopo  FPfundo FPtopo FPrundo FPtopo FPunde FPiopo FPrundo
3350 518 408 6,70 041 075 125 0,72 047
8000 1200 079 771 1010 112 1,28 0,12 063
10000 466 312 13,19 1109 200 126 073 138

5.3.2.3. Sistema PEG/citrato de sédio

Para promover as extragbes em sistemas PEG/citrato, as enzimas
pectinoliticas foram novamente produzidas por fermentacdo e concentradas. Os

valores do fator de concentracdo para a primeira concentragdo ndo foram
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reprodutiveis. Houve forte diminui¢&o do fator de concentracéo para a PL que foi
10 vezes menor que na primeira concentragdo, realizada para as extragdes com
PEGHosfato, foi menor também para a concentragéo de proteinas e atividade de
endo-PG. Ja para exo-PG o valor foi em torno de 10 vezes e para PL aumentou
em cerca de 5 vezes (passando de 0,3 na primeira para 1,7 na segunda
concentragdo), como mostra a Tabela 5.13. O valor para PE foi de 2,5 vezes, igual
ao obtido por Kapoor et alli (2000) na precipitacao de pectinases com sulfato de
amodnia a 90% de saturacao.

Na separacdo das enzimas pectinoliticas foram utilizados PEG’'s com
massa molecular entre 400 e 10000, e novamente verificou-se que as
biomoléculas, ainda presentes no caldo fermentado e dialisado, deslocavam a
curva binodal no sentido para regides mais ricas em PEG e citrato fazendo com
que ndo ocorresse formac&o de sistema bifasico com PEG-400 e 600. Os
resultados das extracdes séo apresentados nas Figuras 5.9 e 5.10 e nas Tabelas
D-20 a D-28 do Apéndice D.

O volume da fase de topo diminuiu com o aumento da massa molecular do
PEG, apesar de elevar-se apos PEG-8000, mostrando assim a mesma tendéncia
que nos sistemas com as enzimas comerciais (Capitulo 4), como mostram a
Figura 5.9 e Tabela D-20 do Apéndice D.

Tabela 5.13: Resultados da concentragdo do caldo fermentado de Aspergillus
niger NRRL-3122 para as extragdes com 0s sistemas PEG/citrato de sédio sem
NaCl.

Analise Fermentagdo Precipitagao Dialise Fator de
Concentragdo
Proteina (mg) 0,08 +0,001 0,59 +0,025 0,42 +0,013 52
PE (U/mL) 0,002 + 0,000 0,063 +0,002 0,005+ 0,000 25
PL (U/mL) 0,06 +0,004 0,13 +0,001 0,10+ 0,010 1.7
Exo-PG (U/mL) 0,40+0,000 2,73+0,043 4,06 + 0,258 10,2
Endo-PG (U/mL) 43,87 +£2,399 370,57 + 16,755 300,15 +3,174 6,8
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Os desvios padrées dos coeficientes de particao variaram entre 0,005-0,031
para proteina, 0,001-0,125 para PE, 0,003-0,266 para PL, 0,005-0,073 para exo-
PG e 0,002-0.009 para endo-PG, como mostra a Tabela D-21 do Apéndice D. A
grande variagdo entre os desvios é devida aos diferentes valores obtidos para o
coeficiente de particdo. Os coeficientes de particdo maiores foram encontrados
com PEG'’s de massa molecular elevado (1,16 + 0,005 pra exo-PG em PEG-8000
e 0,44 + 0,031 para proteinas, 2,85 + 0,266 para PL, 0,29 + 0,002 para endo-PG e
0,65+ 0,120 pra PE em PEG-10000) como mostra a Figura 5.10.

80
70
o
2 60
5
E
=
< s0
£
(7]
[=:]
£ 40 ]
m <
(&)
8
30 ]
20 .
0 2000 4000 6000 8000 10000

Massa Molecular do FEG

Figura 5.9: Variacdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(®) dos sistemas PEG/citrato de sédio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C na separacao de
enzimas pectinoliticas de Aspergilius niger NRRL-3112.

Observou-se que os coeficientes de particdo das poligalacturonases
aumentaram com o aumento da massa molecular do PEG, porém os valores para
endo-PG, quando comparados com os obtidos com a enzima comercial, foram
menores, ja os da exo-PG tiveram a mesma tendéncia. Alves et alli (2000)
obtiveram aumento do coeficiente de particao com o aumento da massa molecular
do PEG na separagéo de insulina suina em sistemas PEG/citrato. Os coeficientes
de particdo da PE foram oscilatérios, ora demonstrando afinidade da enzima pela

146



Capitulo 5: Particao das Enzimas Pectinoliticas Produzidas por
Aspergillus niger NRRL-3122 em Fermentacao submersa

fase de topo ora pela fase de fundo. Para a PL os coeficientes de particao
diminuiram com a massa molecular do PEG, porém aumentaram com PEG-10000,
estes valores foram maiores que os obtidos com a enzima comercial. Marcos et
alli (2000) observaram decréscimo do coeficiente de particdo de penicilina acilase
em sistema PEG/citrato.
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Figura 5.10: Coeficientes de particdo das proteinas totais (1) e enzimas
pectinoliticas (PE-M, PL-A, exo-PG-O e endo-PG-@) de Aspergillus niger NRRL-
3112 nos sistemas PEG/citrato de sédio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

As recuperacdes das proteinas e da PE oscilaram, confirmando a tendéncia
de recuperacéo destas ora na fase de topo ora na fase de fundo como visto pelos
valores do coeficiente de particdo. Nos sistemas com a enzima comercial, a
recuperacdo de PL foi mais pronunciada na fase de fundo, pois os valores foram
menores que os obtidos com a enzima do caldo fermentado. Endo-PG apresentou
valores menores que 50% mostrando que eram recuperadas na fase de fundo e a
exo-PG e PE tiveram comportamentos contrarios. Os valores de recuperacoes sao
mostrados nas Tabelas 5.14 e D-25 do Apéndice D.

Os fatores de purificagdo foram na maioria dos casos maiores que os
observados com as enzimas comercias. Exo-PG e PL foram purificadas na fase de

topo, onde ocorreram os maiores valores de fator de purificagdo das enzimas. PE,
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PL e exo-PG tiveram fatores de purificacdo acima de 6 vezes, o que é muito bom,
principalmente por ter sido obtido por passos simples de purificagéo (Tabelas 5.15
e D-26 do Apéndice D). Marcos et alli (1998) observaram que o melhor fator de
purificacédo e rendimento para penicilina acilase ocorria em sistema PEG-
3350/citrato (3,4 vezes e 92%, respectivamente).

Tabela 5.14: Recuperacbes (%) na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG  Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG
1450 477 1.4 834 65.0 247
3350 83 52,1 70,1 62,7 16,5
8000 18,2 73 231 63,0 18,4
10000 477 57,1 85,4 63,3 373

Tabela 5.15: Fator de purificacéo na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7.0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1450 0,03 1,74 1,36 0,51
3350 6,31 8,50 7.60 1,91
8000 0,40 1,27 3,45 0,80
10000 1,21 1,79 1.38 1,24

Utilizando-se como referéncia inicial o caldo fermentado e dialisado.
observou-se grande influéncia dos formadores do sistema bifasico na atividade de
PE, com recuperagGes totais bastante elevadas. Para a PL os valores de
recuperacdo foram elevados, assim como os das proteinas; j@ para as
poligalacturonases foram baixos, mostrando assim, que a influéncia dos
formadores nos sistemas bifasicos sao diferentes dos obtidos com a presenca de
apenas um componente, como mostram as Tabelas 5.16 e 5.17. A mudanca do
sistema de referéncia inicial diminuiu o fator de purificacéo das poligalacturonases,

porem aumentou o das outras enzimas, sendo o0 caso mais pronunciado de
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aumento o da PL a PEG-8000 que passou de 6,31 para a forma tradicional de
célculo para 21,78 com o novo sistema como mostra a Tabela 5.18.

Tabela 5.16: Recuperacgdes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/citrato de sddio
(20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Proteina PE PL
do PEG  Riopo Riundo Riotal Rtopo Riundo Riotal Riopo Rfundo Riotal

1450 76,7 843 1610 684 52209 52892 1949 40,7 2356
3350 68 751 818 1470 1352 2822 620 265 885
8000 187 84,0 1027 825 10518 11343 402 1331 1734
10000 385 421 806 1866 1368 3234 395 6,8 46,3

Tabela 5.17: Recuperacbes (%) da Endo-PG e Exo-PG, utilizando como
referéncia inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Rtopo Riundo Ritotal Riopo Rfundo Riotal
1450 27 4 14,8 422 8.5 25,8 343
3350 31,7 18,9 50,6 8,7 43,9 52.5
8000 26,4 15,6 420 11,3 49 9 61,2
10000 245 142 38,7 29,8 502 80,1

Tabela 5.18: Fator de purificagdo, utilizando como referéncia inicial o caldo
fermentado e dialisado, para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%)apH 7,0 e
4°C.

MM PE PL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPipo FPfundo FPtopo FPrundo FPtopo FPrundo FPtopo FPfundo
1450 089 6191 254 048 036 0,18 011 10,31
3350 2178 180 919 035 470 025 128 0,38
8000 441 1253 215 159 141 019 060 059
10000 485 325 103 016 064 034 0,78 1,19
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5.3.2.4. Sistema PEG/citrato de s6dio com adigdo de NaCl

Nestes novos sistemas foram incorporados 6% de NaCl para verificar o
efeito do aumento da diferenca de hidrofobicidade entre as fases. A presenca do
NaCl diminuiu o deslocamento da curva binodal, provocado pelas biomoléculas
contidas no caldo fermentado e dialisado, pois ocorreu formacao de sistema
bifasico com PEG-1000, o que n&o foi verificado no sistema sem NaCl. Silva &
Meirelles (2001) verificaram que a massa molecular do PEG promovia a
diminuicdo do tamanho da regido bifasica e que a adicdo de uréia deslocava a
curva binodal para as regi6es de alta concentracdo. Os resultados das extracoes
s&o mostrados nas Figuras 5.11 e 5.12, Tabelas 5.19 a 5.23 e Tabelas D-28 a D-
36 do Apéndice D.

A porcentagem volumétrica da fase de topo diminuiu com o aumento da
massa molecular do PEG e foi menor do que nos sistemas sem NaCl. A igualdade
volumétrica, ou seja, a razdo volumétrica entre a fase de topo e fundo igual a 1
ocorreu em PEG-8000. Na separacdo das enzimas comerciais esta igualdade
ocorreu para PEG-1000 e PEG-1450.

Os desvios padrées dos coeficientes de particdo variaram entre 0,002-0,009
para proteina, 0,023-0,089 para PL, 0,000-0,219 para exo-PG, 0.002-0,017 para
endo-PG e abaixo de 0,001 para PE como mostra a Tabela D-29 do Apéndice D.

Os coeficientes de particdo das proteinas, PE e PL foram menores que 0s
obtidos em sistemas na presenca de NaCl, ja os das poligalacturonases foram
mais elevados. Os maiores coeficientes de particio foram encontrados com PEG-
1000 para proteinas (0,09 + 0,003) e PL (0,09 + 0,089), PEG-3350 para PE (0,05 =
0.000) e PEG-10000 para exo-PG (2,27 + 0,280) e endo-PG (0,55 + 0,002). Estes
valores baixos (exceto para exo-PG) mostram que a adicdo de NaCl excluiu as
proteinas e as enzimas para a fase de fundo como mostram a Figura 5.12 e
Tabela D-29 do Apéndice D. Marcos et alli (1998) observaram que os coeficientes
de particdo das proteinas totais aumentavam, enquanto o das enzimas diminuiam
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com a elevacao da massa molecular do PEG em sistemas PEG/citrato com 8,8%
de NaCl.

As recuperacdes obtidas nos sistemas com NaCl foram menores que
naqueles sem a presenca do sal, exceto para endo-PG. As enzimas e proteinas
foram melhor recuperadas na fase de topo (exceto a exo-PG e em alguns massas
moleculares de PEG para PL), o que pode ser observado pelos valores de
recuperagao abaixo de 50%, como mostram as Tabela 5.19 e Tabela D-30 do

Apéndice D, para a fase de fundo.

70

€5

60

55 ¢

50 ¢t

45

40

Porcentagem Volumétrica

35

30 -
0 2000 4000 6000 8000 10000

Massa Molecular do PEG
Figura 5.11: Variacdo da porcentagem volumétrica da fase de topo (O) e de fundo
(@) dos sistemas PEG/citrato de sédio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 € 4°C na
separacéo de enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3112.

Os fatores de purificagcdo de PL, exo-PG e endo-PG foram maiores que os
atingidos nos sistemas sem adicdo de NaCl e significativamente maiores que os
obtidos para as enzimas comerciais, 0 que era esperado pois na enzima comercial
o numero de impurezas a ser eliminadas € bem menor que nas enzimas
produzidas pela fermentagao. Apesar de haver uma menor recuperagao a escolha
do sistema par efetuar a purificacdo dependera de fatores econdmicos e das
etapas que serao utilizados na continuagédo do processo de purificagéo. Os valores
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dos fatores de purificagdo das enzimas s&o mostrados nas Tabelas 5.20 e D-31 do
Apéndice D. Gupta et alli (1993) obtiveram fator de purificagéo de 8,8 vezes para
pectinase comercial com 85,8% de recuperacio. Nos melhores resultados obtidos
neste trabalho com PEG/citrato e 6% de NaCl as recuperacdes foram mais baixas
que o valor encontrado pelos autores acima (13,61 vezes de fator de purificacdo e
69,3% de rendimento para PL em sistema com PEG-3350).
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Figura 5.12: Coeficientes de particdo das proteinas totais ((0) e enzimas

pectinoliticas (PE-M. PL-A, exo-PG-O e endo-PG-@) de Aspergillus niger NRRL-
3112 nos sistemas PEG/citrato de sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

Tabela 5.19: Recuperagdes (%) na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 16,5 1,7 69,4 67,2 28,9
1450 8.5 3,2 21,0 66,3 254
3350 51 57 69,3 53,6 18,1
8000 7.8 2,7 36,3 492 21,2
10000 11,6 6,6 245 81,2 51,3
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Tabela 5.20: Fator de purificagdo na fase de topo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 0,11 4,49 4,31 1,87
1450 0,38 2,47 7,80 3,00
3350 1,43 13,61 10,52 3,56
8000 0,35 467 6,33 2,72
10000 057 2,02 6,98 4 41

A utilizagdo do novo sistema de referéncia inicial explicitou a influéncia dos
componentes formadores do sistema aquoso bifasico e o sinergismo de suas
presencas, quando comparados ao estudo feito no Capitulo 2. Novamente a PE foi
fortemente influenciada pela presencga dos componentes € exo € endo-PG tiveram
recuperagdes totais, na maioria dos casos, abaixo de 50%, como mostram as
Tabelas 5.21 e 5.22. Os fatores de purificagao também foram influenciados, sendo

maiores que os obtidos com a forma tradicional como mostra a Tabela 5.23.

Tabela 5.21: Recuperagdes (%) das proteinas e da PL, utilizando como referéncia
inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEGIcitrato de soédio
(20/15%) com NaCl (6%)apH7.0e 4°C.

MM Proteina PE PL

doPEG Ripo Rfundo Rioal  Riopo  Rfundo Riotal Riopo  Rfundo  Rtotal

1000 122 666 788 615 35756 36371 742 327 1068
1450 86 928 1015 547 16313 1686,0 39,0 1465 1854
3350 48 901 949 1998 32831 34829 61,1 27,0 881

8000 82 978 1060 926 32870 33796 654 1148 1802
10000 7,7 587 664 607 861,1 921.,8 188 612 800
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Tabela 5.22: Recuperacgdes (%) da exo-PG e endo-PG, utilizando como referéncia
inicial o caldo fermentado e dialisado, para o sistema PEG/citrato de sddio
_(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM Exo-PG Endo-PG
do PEG Rtopo Riundo Riotal Ritopo Riundo Riotal
1000 36,0 18,0 54 1 12,1 29,8 41,9
1450 29,9 15,2 451 10,7 31,4 42 1
3350 21,7 18,8 40,5 118 52,1 63,7
8000 17,6 18,2 359 9,5 35,6 451
10000 89,0 20,6 109,6 249 23,6 48 5

Tabela 5.23: Fator de purificagdo, utilizando como referéncia inicial o caldo

fermentado e dialisado, para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%) com NaCl a
pH 7,0 e 4°C.

MM PE FL Exo-PG Endo-PG
do PEG FPiopo FPfunde FPiopo FPrunde F Ptopo  FPfundo FPiopo  FPiundo
1000 °05 5366 6,09 049 29 027 099 0,45
1450 635 1757 452 158 347 016 124 0,34
3350 41,33 3644 1263 030 448 021 239 0,58
8000 11,25 3360 795 117 214 0,19 1,16 0,36
10000 786 1468 243 104 1153 035 322 0,40

5.3.2.5. Sistema PEG/maltodextrina

N&o houve formagdo de sistema bifasico com nenhuma massa molecular
de PEG, o que era de se esperar, pois as razées volumétricas entre as fases de
topo e fundo para o sistema com a enzima comercial eram bastantes elevadas,
demonstrando que o sistema ficava bem proximo da linha binodal. Como nos
outros sistemas (PEG/fosfato e PEG/citrato) que possuiam razées volumétricas
proximas de 1 ja ocorria o deslocamento da linha, entdo a formagdo com o
sistema PEG/maltodextrina estava comprometido.
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5.3. CONCLUSOES PARCIAIS

Nos ensaios de fermentacao a glicose do meio de cultura € rapidamente
consumida sendo responsavel pelo aumento de biomassa. As poligalacturonases
sdo produzidas ao final da fermentagao, enquanto a PL tem melhor producéao ao
inicio da fermentaco.

No processo de precipitagdo das enzimas pectinoliticas com etanol a —=20°C
a razao volumétrica, entre caldo fermentado e etanol, de 1:3 permite a maior
precipitagdo de material protéico, porém todo o processo de concentracdo nao
apresentou reprodutibilidade. PL tem os menores fatores de concentracgao.

O volume da fase de topo diminui com a massa molecular do PEG para
todos os sistemas formados. Estes sistemas sofrem influéncia dos biocompostos
presentes no caldo fermentado e dialisado, pois néo ocorre formagéo de sistema
bifasico com PEG de baixa massa molecular.

Nos sistemas PEG/fosfato PE e endo-PG apresentam afinidade pela fase
de fundo, enquanto que as proteinas e as outras enzimas tém afinidade pela fase
de topo. Os maiores fatores de purificacdo s&o encontrados na fase de topo. A
adicdo de NaCl tem pouca influéncia na porcentagem volumétrica das fases, mas
diminui os coeficientes de particdo da proteina, as recuperagdes da exo-PG e 0s
fatores de purificag@o da endo-PG.

Nos sistemas PEG/citrato os mais elevados coeficientes de particdo sao
encontrados com alta massa molecular de PEG. A adicdo de NaCl diminui o
deslocamento da curva binodal, fazendo com que ocorra formacao de fase em
sistemas que sem a presenca do sal ndo ocorre. As recuperagdes sao menores e

os fatores de purificagdo s&o maiores na presenca do sal.
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CONCLUSOES GERAIS

As conclusdes gerais deste trabalho foram:

Os constituintes dos sistemas aquosos bifasicos promovem aumento ou
reducdo da atividade enzimatica quando estdo presentes isoladamente em
solugéo aquosa da enzima e quando estdo juntos com os outros constituintes das
fases dos sistemas.

As poligalacturonases sao produzidas melhor por Aspergillus niger,
enquanto PE e PL por Humicola grisea e Penicillium italico, respectivamente.

O meio contendo glicose e extrato de levedura foi 0 que produziu a maior
atividade enzimatica de endo e exo-PG.

Os biocompostos presentes no caldo fermentado, mesmo apoés a dialise,
prejudicam a formagdo de sistemas bifasicos com massas moleculares de PEG
pequenas, para os sistemas PEG/fosfato de potassio e PEG/citrato de sodio e
para qualquer valor de peso molecular para PEG/maltodextrina. Estes
biocompostos sd@o os responsaveis pelas diferengas dos resultados obtidos para
enzima comercial e enzima contida no caldo fermentado e dialisado.

A adicdo de NaCl e a massa molecular do PEG exercem grande influéncia
na separagao das enzimas pectinoliticas.

A separacdo das enzimas pectinoliticas pode ser feita por diferentes
sistemas em cascata e com diversas op¢des dependendo de qual enzima se

deseja isolar e consequentemente purificar.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para os proximos trabalhos sugere-se:

Estudar a producéo de enzimas pectinoliticas em meios n&o sintéticos.

Estudar a concentracdo das enzimas para a aplicaggdo do caldo
concentrado no processo de separagdo por sistemas aquosos bifasico.

Tentar eliminar o efeito negativo dos componentes formadores das fases na
atividade das enzimas pectinoliticas e da concentragéo de proteinas totais.

Verificar a influéncia do pH e da temperatura na separacao das enzimas
pectinoliticas.

Estudar outros pontos de mistura para o sistema PEG/maltodextrina.

Montar sistemas em cascata para separar as enzimas pectinoliticas em

mais de um estagio.
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Tabela A-1: Teor de aglcares redutores em amostras de pectina 1% (p/v) e

atividade de exo-PG de Pectinex-3XL em diferentes tempos de inativacgao.

Tinativagao (mMin) Car (mg/L) Exo-PG (U/mL)
0 85,03 +0,85 365,25 + 3,67
8 26,90 +1,42 115,56516,12
10 28,04 1,99 120,44 + 8,57
15 26,04 + 1,14 111,87 £ 4,90
20 26,61 +1,71 114,32 + 7,34
25 27,18 +£1,71 116,77 4.7.24

Tabela A-2: Concentragdo de metanol devido & ac&o enzimética e atividade de PE
em Pectinex-3XL determinada pelo método espectrofotométrico em diferentes

tempos de reacdo.

Tempo (min) Crmetanol (Lmol/mL) PEespectrofotometrico (U/mL)
0 0 0
40 0,14 +£ 0,00 13,75 £ 0,40
60 0,29+ 0,00 19,60 + 0,21

Tabela A-3: Concentragdo de metanol devido & aco enzimatica e atividade de PE

em Pectinex-3XL determinada pelo método titulométrico em diferentes tempos de

reacao.
Tempo (min) Cagrupo carboxiia (umol/mL) P Ettuométrico (U/mL)
0 0 0
15 1,80 + 0,34 120,00 + 22,70
40 4.91+0,34 122,84 + 8,51
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Tabela A-4: Absorbéancia provocada pela agao enzimatica e atividade de PL em
Pectinex-3XL em diferentes tempos de reacao.

Tempo (min) Absorbancia (A23s nm) PL (U/mL)
0 0 0
18 0,5782 + 0,0227 385,47 £ 15,13
30 0,8220 + 0,0455 274,00 + 15,15
45 1,0427 + 0,0070 281,70+1.,68

Tabela A-5: Concentracdo de metanol devido a agédo enzimatica e atividade de
exo-PG em Pectinex-3XL determinada pelo método titulométrico em diferentes
tempos de reacao.

Tempo (min) Car (umol/mL) Exo-PG (U/mL)
0 0 0
15 3,43 +0,37 294,74 + 31,83
30 7,79+ 1,08 334,65 + 46,51
60 19,15 + 1,01 411,39+ 21,75

Tabela A-6: Variacdo da viscosidade da solugédo de pectina 1% (p/v) em tampéao
acetato 0,1 M pH 4,5 a 37°C pela acdo da endo-PG da Pectinex-3XL.

Tempo (min) Viscosidade (cSt/s) % Reducéo da Viscosidade
0 36,12 £ 0,24 0
20 3460 +0,13 449 +0,35
40 27,65+0,10 23,78 £ 0,27
60 23,93+0,12 34,16 £ 0,32
80 23,92 +0,19 34,36 + 0,54
100 21,00 +£ 0,08 4211 +0,23
120 21,61 £ 0,04 40,31 £ 0,11
140 19,12 £ 0,06 47,31+0,18
160 16,75 + 0,04 83,77 +0,12
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Tabela A-7: Atividade de endo-PG de Pectinex-3XL em diferentes tempos de

reacao.

Tempo (min) Endo-PG (U/mL)
20 3989,02 + 330,14
40 11138,57 + 128,85
60 10687,06 = 100,98
80 8019,68 + 127,76
100 7951,73 £43,24
120 6359,05 + 18,01
140 6387,44 + 23,96
160 6367,09 + 14,78

Tabela A-8: Resultados da interferéncia dos constituintes do sistema aquoso
bifasico na concentracédo de proteinas totais.

Amostra Cp (g/L) % interferéncia
PEG-400 3981 %1283 10,8
PEG-600 34,57 +1,09 8,8
PEG-1000 38,21 +0.82 -0,8
PEG-1450 40,92 +1,39 8.0
PEG-3350 38,48 £ 1,32 1,9
PEG-8000 32,61+ 1,68 14,0
PEG-10000 39,03 £+ 2,35 -3,0
Fosfato de potassio 37,59+2,78 0,8
Citrato de sédio 34,64 +0,84 8,6
Maltodextrina 33,23 +1,62 12,3
Agua 37,90 + 0,35 0,0

176



Apéndice A - Tabelas e Graficos Referentes ao Capitulo 2

Tabela A-9: Resultados da interferéncia dos constituintes do sistema aquoso

bifasico na atividade de PL.

Amostra PL (U/mL) % interferéncia
PEG-400 62251253 12,7
PEG-600 22,88+1.52 60,5
PEG-1000 18,07 £ 0,38 -68.8
PEG-1450 17,62 +1,68 -69,6
PEG-3350 37,94 £ 0,40 -34,4
PEG-8000 27,95+£0,15 -51,7
PEG-10000 51,73+4,93 -10,6
Fosfato de potassio 7,27 +0,47 -87.4
Citrato de sédio 14,03 + 1,29 -75,8
Maltodextrina 2,08 +0,28 -96,4
Agua 57,88 + 4,40 0,0

Tabela A-10: Resultados da interferéncia dos constituintes do sistema aquoso

bifasico na atividade de exo-PG.

Amostra Exo-PG (U/mL) % interferéncia
PEG-400 27,68 £2,01 183.5
PEG-600 2280+1,35 108,8
PEG-1000 18,60 + 1,04 70,3
PEG-1450 19,57 £1,34 79,3
PEG-3350 19,82 +0,14 81,5
PEG-8000 15,37 £ 0,38 40,7
PEG-10000 21,16 £0,44 93,8
Fosfato de potassio 8,18 £ 0,31 -25,1
Citrato de sddio 8,97 + 0,06 -17,8
Maltodextrina 131,94 £ 2,97 11357
Agua 10,92 + 0,30 0,0
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Tabela A-11: Resultados da interferéncia dos constituintes do sistema aquoso

bifasico na atividade de endo-PG.

Amostra Endo-PG (U/mL) % interferéncia
PEG-400 10991,99 + 627,57 -2.4
PEG-600 11251,10 £ 74,98 -0,1
PEG-1000 11268,47 + 527,45 0,0
PEG-1450 10853,72 + 207,89 =30
PEG-3350 11631,49 + 180,02 3,2
PEG-8000 11258,86 + 157 42 -0,1
PEG-10000 11235,08 + 479,74 -0,3
Fosfato de potassio 11487,89 + 274,56 2,0
Citrato de sodio 10845,34 + 708,17 -3,7
Maltodextrina 11340,69 + 412,82 -0,6
Agua 11267,63 + 168,65 0,0
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Figura A-1: Curva padréo de pectina pelo método de Dietz & Rouse (1953).
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Figura A-2: Curvas binodais para o sistema PEG/fosfato com diferentes massas
moleculares de PEG (1- PEG-300, 2- PEG-600, 3- PEG-1450, 4- PEG-4000, 5-
PEG-6000 e 6- PEG-20000) a 20°C. Fonte: Albertsson (1986).
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Figura A-3: Curvas binodais para o sistema PEG/citrato com diferentes massas
moleculares de PEG a pH 7 e 25°C. Fonte: Vernau & Kula (1990).
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Figura A-4: Diagrama de fase para o sistema PEG/maltodextrina a pH 7 e 25°C.
Fonte: Silva & Meirelles (2000).
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Tabela C-1: Volume das fases e do sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a pH

7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Pectinex-3XL.

Massa Molecular Vi Viundo YV oiama % topo % fundo
do PEG (mL) (mL) (mL)

400 76+£000 3,2+0,00 10,8 70,37 29,63
600 7,1+0,10 4,7 +0,01 11,8 60,17 39,83
1000 6,4+005 50+0,00 11,4 55,95 44 05
1450 6,0+0,00 54+0,02 11,4 52,63 47,37
3350 58+0,00 56 +0,00 11,4 50,88 49,12
8000 51+0,10 58+0,00 10,9 46,79 53,21
10000 5,1+0,10 6,0 +0,02 11,1 45 95 54,05

Tabela C-2: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/Hfosfato de potassio

(20/15%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Pectinex-

3XL.
MMdo  Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
PEG
400 0,82+0,036 1,33+0077 643+0604 186+0027 109+0017
600 0,540,051 151+0,174 43,18+14,539 067 +0,037 1,04+0.028
1000 0,10+0,030 0,78+0,050 1,98+0,040 0,16+0,021 1,13 +0,065
1450 0,11+0,005 0,70+0,048 1,76+0,040 0,24+0042 0.81+0,035
3350 0,06 +0,001 0,62+0,020 0,86+0,011 0,08 £0,001 0,78+0,145
8000 0,07+0,023 0,70+0,046 051+0,020 0.46+0,018 0,84 +0.048
10000 0,04+0,005 1,14+0009 086+0076 1,35+0,199 0,18+ 0,002
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Tabela C-3: Recuperagbes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20-15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG

400 33,9 24,0 55 18,5 27,80
600 55,0 30,4 1,5 49,5 38,83
1000 89,0 50,2 28,4 83,1 41,01
1450 88,9 56,3 33,8 79,2 52,53
3350 94,5 60,8 52,8 92,0 55,45
8000 94,0 61,7 69,1 713 57,56
10000 97,0 50,9 577 86,7 46,53

Tabela C-4: Fatores de Purificacdo na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE Pl Exo-PG Endo-PG
400 0,71 0,18 0,54 0,81
600 0.56 0,04 0,90 0,77
1000 0,57 0,32 0,93 0,52
1450 0,63 0,38 0,89 0,48
3350 0.64 0,56 0,97 0,37
8000 0,66 0,74 0,76 0,57
10000 0,52 0,60 0,89 0,34
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Tabela C-5: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG 400/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,33 518 2,66
PE (U) 14,23 8,67 2,74
PL (U) 31,26 22,18 1,47
Exo-PG (U) 165,74 79,43 17,99
Endo-PG (U) 11728,15 7885,11 3040,76

Tabela C-6: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-600/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,94 3,47 4,28
PE (U) 16,99 9,01 4,05
PL (U) 37,32 30,87 0,67
Exo-PG (U) 197,86 44 52 43,86
Endo-PG (U) 14000,58 7339,04 4663,99

Tabela C-7: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-1000/fosfato de potéssio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,20 0,74 5,95
PE (U) 18,72 5,05 5,18
PL (U) 34,52 36,64 14,58
Exo-PG (U) 183,05 13,42 65,20
Endo-PG (U) 12953,10 5545 50 432421
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Tabela C-8: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na Pectinex-
3XL pelo sistema PEG-1450/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,28 0,83 6,65
PE (L)) 15,86 4,81 6,20
PL (U) 13067,48 ST.T1 19,32
Exo-PG (U) 184,67 14,03 52,00
Endo-PG (U) 34,83 4029,91 4481,39

Tabela C-9: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na Pectinex-

3XL pelo sistema PEG-3350/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,28 0,38 6,59
PE (U) 15,86 4,11 6,39
PL (U) 34,83 12,04 13,48
Exo-PG (U) 184,67 5,62 64,66
Endo-PG (U) 13067.,48 3152,42 3404,97

Tabela C-10: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Pectinex-3XL pelo sistema PEG-8000/fosfato de potassio (20-15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,48 0,42 6,64
PE (U) 14,49 3,80 6,14
PL (U) 31,84 6,42 14,41
Exo-PG (U) 168,83 26,65 66,25
Endo-PG (U) 11946,35 3687,10 5314,28
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Tabela C-11: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-10000/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,80 0,22 7,35
PE (U) 15,03 5,37 5,56
PL (U) 33,02 8,27 11,35
Exo-PG (U) 175,08 10,15 66,29
Endo-PG (U) 12388,77 3230,32 3489,57

Tabela C-12: Volume das fases para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a
pH 7,0 e 4°C com NaCl (6%) para separar enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL.

Massa Viopo Viindo Vistera % topo % fundo
Molecular do (mL) (mL) (mL)
PEG
400 70+000 44+0,00 11,40 61,40 38,60
600 6,5+0,10 5,0+0,00 11,50 56,52 43,48
1000 6,0£0,00 5,6+0,20 11,60 51,72 48,28
1450 58+000 586+0,00 11,40 50,88 49,12
3350 56+000 58+0,00 11,40 49,12 50,88
8000 50+000 6,2+0,00 11,20 44 64 55,36
10000 47+010 6,0+0,20 10,70 43,93 56,07
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Tabela C-13: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/fosfato de potassio

(20/15%) a pH 7,0 e 4°C com NaCl (6%) para separar enzimas pectinoliticas

contidas na Pectinex-3XL.

MM do Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
PEG
400 1,43+0,023 1,34+0,005 7,64+0,008 535+0,222 1,15+0,107
600 0,67 £0,012 0,99+0,038 9,55+0,029 0,94 +0,078 1,01 £0,005
1000 0,24+0,000 0,67 +0,003 2,66+0,003 0,22+0,052 0,900,027
1450 0,10+0,002 063+0,010 1,40+0,010 0,15+0,023 0,65+0,022
3350 0,07+0,009 065+0,006 133+0,008 0,16+0,053 0,80 +0,028
8000 0,17 +0,008 0,71 +0,070 1,15+0,006 0,39+0,037 0,48 +0,011

10000 0,17 +0,017 085+0,006 1,18+0,045 0,74 +0,027 0,85+ 0,046

Tabela C-14: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de

potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
400 30,5 31,9 7.6 10,5 35,4
600 53,4 43,8 7.5 449 43,2
1000 79,8 58,0 26,0 81,2 50,9
1450 91,0 60,7 40,8 86,9 596
3350 93,5 61,6 43,7 86,4 56,5
8000 88,2 63,7 51,8 76,1 72,0

10000 88,4 60,0 52,0 63,2 59,9
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Tabela C-15: Fatores de Purificagdo na fase de fundo para o sistema PEG/osfato
de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG

400 1,04 0,25 0,35 1,13

600 0,82 0,14 0,84 0,81
1000 0,73 0,33 1,02 0,63
1450 0,67 0,45 0,95 0,64
3350 0,66 0,47 0,92 0,60
8000 0.72 0,59 0,86 0,78
10000 0,68 0,59 0,72 0,66

Tabela C-16: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG 400/fosfato de potassio (20-15%) com NaCl (6%) a

pH 7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,28 4,88 2,15
PE (U) 13,26 6,79 317
PL (U) 34,83 36,96 3,04
Exo-PG (U) 184,67 63,93 7.55
Endo-PG (U) 13067 ,48 7374,89 3872,01

Tabela C-17: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Pectinex-3XL pelo sistema PEG-600/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,44 3,20 3,67
PE (U) 13,49 6,29 4 89
PL (U) 35,44 40,17 3,23
Exo-PG (U) 187,92 31,54 25,75
Endo-PG (U) 13297,74 6555,73 5012,11
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Tabela C-18: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-1000/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,61 1,34 527
PE (U) 13,73 474 6,55
PL (U) 36,06 41,46 14,57
Exo-PG (U) 191,21 13,13 56,58
Endo-PG (U) 13530,01 504743 5090,15

Tabela C-19: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-1450/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,28 0,54 5,40
PE (U) 13,26 4,20 6,48
PL (U) 34,83 33,31 22,92
Exo-PG (U) 184,67 7,50 48,49
Endo-PG (U) 13067,48 4423,08 6087,85

Tabela C-20: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Pectinex-3XL pelo sistema PEG-3350/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,28 0,40 5,75
PE (U) 13,26 4,01 6,43
PL (U) 34,83 28,99 22,52
Exo-PG (U) 184,67 8,49 53,83
Endo-PG (U) 13067,48 4525,98 5679,22
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Tabela C-21: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-8000/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a
pH7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,96 0,76 565
PE (U) 12,79 3,92 6,29
PL (U) 33,62 22,61 24,30
Exo-PG (U) 178,25 13,93 44 12
Endo-PG (U) 12612,99 2195,30 4905,37

Tabela C-22: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Pectinex-3XL pelo sistema PEG-10000/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%)
apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,17 0,75 5,69
PE (U) 11,68 4,20 6,31
PL (U) 30,68 18,88 20,44
Exo-PG (U) 162,69 32,28 55,84
Endo-PG (U) 1151197 4275,81 597428

Tabela C-23: Volume das fases para o sistema PEG/citrato de sddio (20/15%) a pH

7.0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym Cloud 100L.

MM do PEG Viopo (ML) Vindo (ML)  Vsistema (ML) % topo % fundo
600 5,2+0,08 47 +0,10 9,90 52.53 47 47
1000 47 +0,08 52+0,05 9,85 47,72 52,28
1450 45 +0,00 5,1+£0,05 9.55 47,12 52,88
3350 4,3 +0,08 50+0,05 9,25 46,49 53,51
8000 4,3 +£0,09 5,1+0,05 9,32 45,80 54,20

10000 3,9+0,09 5,0+0,00 8,93 44,03 55,97
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Tabela C-24: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%)

a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym Cloud

100L.

MM do Proteina PL Exo-PG Endo-PG
PEG
600 0,83 +0,014 1,09 + 0,019 0,60 + 0,052 1,06 + 0,020
1000 0,43 + 0,004 1,60 + 0,009 0,18 £0,017 0,90 £ 0,025
1450 0,36 + 0,004 0,12 + 0,006 0,10 + 0,004 0,38 + 0,028
3350 0,35 + 0,001 0,23 £0,015 0,43 + 0,003 0,88 + 0,049
8000 0,90 + 0,009 0,69 + 0,001 0,93 + 0,048 0,96 + 0,002

10000 0,73 £ 0,006 0,82 + 0,002 1,85+0,305 0,76 + 0,054

Tabela C-25: Recuperagdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de

sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 52,2 45,4 60,0 46,0
1000 71,8 40,7 86,1 55,0
1450 75,9 90,4 92,1 746
3350 76,7 83,2 72,8 56,6
8000 56,9 63,3 56,1 85,3

10000 63,5 60,7 40,7 62,5
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Tabela C-26: Fatores de Purificagdo na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de

sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 0,87 1,18 0,88
1000 0,57 1,20 0,77
1450 1,19 1,27 0,97
3350 1,08 0,95 0,74
8000 1,11 0,98 0,97

10000 0,96 0,66 0,98

Tabela C-27: Resultados da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-600/citrato de sédio (20/15%) a pH 7e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 54,40 11,11 12.15
PL (U) 50,57 34,98 29,07
Exo-PG (U) 67,82 42,00 63,60
Endo-PG (U) 11132,07 5318,25 4540,08

Tabela C-28: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1000/citrato de sédio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mgQ) 24,16 6,22 15,86
PL (U) 50,06 41,74 28,63
Exo-PG (U) 67,14 14,54 90,75
Endo-PG (U) 11,019,91 3859,47 4718,32

210




Apéndice C: Tabelas referentes ao Capitulo 4

Tabela C-29: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1450/citrato de sédio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 22,71 5,19 16,32
PL (U) 47,06 3,20 30,08
Exo-PG (U) 63,11 6,61 77,34
Endo-PG (U) 10358,87 1797,40 4984,24

Tabela C-30: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-3350/citrato de s6dio (20/15%) apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 21,31 457 15,05
PL (U) 4415 5,90 29,19
Exo-PG (U) 59,21 20,52 55,04
Endo-PG (U) 9718,27 3801,16 4965,67

Tabela C-31: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-8000/citrato de sodio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 21,61 8,67 11,47
PL (U) 4479 18,51 31,87
Exo-PG (U) 60,07 48,56 61,97
Endo-PG (U) 9858,86 4618,15 5703,13
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Tabela C-32: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L em sistema PEG-10000/citrato de sédio (20/1 5%)apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 19,87 7,08 12,33
PL (U) 41,18 20,20 31,28
Exo-PG (U) 55,22 63,95 45,63
Endo-PG (U) 064,27 3401,63 5675,97

Tabela C-33: Volume das fases para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%) com
NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym
Cloud 100L.

MM do PEG Vi (ML) Viundo (ML) Visistema (ML) % topo % fundo
600 52+0,05 46 +0,15 9,72 5317 46,83
1000 48 +0,05 48+ 0,05 9,62 50,09 49,91
1450 48+0,05 4,7 +0,00 0,47 50,35 49,65
3350 4,7 +0,12 4,9 + 0,00 9,57 48,78 51,22
8000 43 +0,09 52 +0,05 9,42 45,31 54,69

10000 3,8+0,00 5,0+ 0,05 8,85 42,94 57,06

Tabela C-34: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%)

com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L.

MM do PEG Proteina PL Exo-PG Endo-PG
600 1,01 £0,015 1,64 £ 0,010 0,47 + 0,021 1,05+0,012
1000 0,59 + 0,006 2,43 +0,126 0,31 £0,013 0,78 £ 0,006
1450 0,44 + 0,001 1,69 + 0,064 0,15 + 0,027 0,72 £0,024
3350 0,42 + 0,003 2,00 = 0,006 0,56 + 0,002 1,02 £ 0,059
8000 0,70+0,013 0,81 + 0,050 0,96 + 0,062 1,04 £ 0,086

10000 0,44 + 0.038 1,20 + 0,004 0,63 £0,014 0,96 + 0,053
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Tabela C-35: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 46,5 35,0 65,4 457
1000 62,9 291 76,2 56,1
1450 69,2 36,9 86,6 57,7
3350 7.5 34,4 65,1 50,7
8000 63,3 59,7 £56 53,6

10000 15,2 52,6 71,5 58,1

Tabela C-36: Fatores de Purificacdo na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 0,75 1,41 0,98
1000 0,46 1,21 0,93
1450 0,53 1,25 0,83
3350 0,48 0,93 0,69
8000 0,95 0,88 0,84
10000 0,70 0,96 0,78

Tabela C-37: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-600/citrato de sodio (20/15%) com NaCl
(6%) a pH 7e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 18,13 11,34 9,89
PL (U) 56,93 36,08 19,44
Exo-PG (U) 7572 38,21 72,54
Endo-PG (U) 10711,89 5721,36 4808,43
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Tabela C-38: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1000/citrato de sédio (20/15%) com NaCl
(6%) apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 17,39 A 13.03
PL (U) 54,61 33,62 13,80
Exo-PG (U) 72863 26,25 84,20

Endo-PG (U) 10275.45 3608,59 5064,25

Tabela C-39: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1450/citrato de sodio (20/15%) com NacCl
(6%)apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 17,21 6,30 14,09
PL.(LU) 54,04 32,75 19,09
Exo-PG (U) 71,87 9,75 63,10

Endo-PG (U) 10167,76 3401,13 452774

Tabela C-40: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-3350/citrato de sodio (20/1 5%) com NaCl
(6%) a pH 07 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 17,57 5,49 13,74
PL (U) 55,19 32,09 16,86
Exo-PG (U) 73,40 26,68 51,14

Endo-PG (U) 10383,71 5003,04 4823,26
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Tabela C-41: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-8000/citrato de sédio (20/15%) com NaCl
(6%)apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 17,03 1.27 12,49
PL (U) 53,47 24,43 36,41
Exo-PG (U) 71,12 45,87 57,26
Endo-PG (U) 10060,64 482281 5439,44

Tabela C-42: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-10000/citrato de sddio (20/15%) com NaCl
(6%) apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 15,04 4 51 13,48
PL (U) 47,23 24,20 26,86
Exo-PG (U) 62,81 28,30 71,24
Endo-PG (U) 8886,24 3964,25 5509,57

Tabela C-43: Volume das fases para o sistema PEG/maltdextrina (20/15%) a pH 7,0

e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym Cloud 100L.

MM do PEG Viopo Vtundo Vsistema % topo % fundo
(mL) (mL) (mL)

600 89+008 08+0,05 9,67 92,07 7,93
1000 85+012 1,1+012 9,60 88,89 1414
1450 85+0,08 1,1+0,08 9,60 88,54 11,46
3350 8,1+005 1,2+0,16 9,33 87,14 12,86
8000 78+£026 16+0,00 9,43 83,04 16,96
10000 760,12 19+0,08 9,50 79,65 20,35
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Tabela C-44: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/maltodextrina (20/15%) a

pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym Cloud 100L.

MM do PEG Proteina PL. Exo-PG Endo-PG
600 2,06 £ 0,217 1,04 + 0,035 0,27 = 0,003 1,02 £ 0,020
1000 1,47 £ 0,017 0,73 £ 0,052 0,25 £ 0,006 1,130,033
1450 0,45 + 0,001 0,69+ 0,014 0,45 + 0,096 1,06 + 0,022
3350 0,08 + 0,001 0,79 £ 0,009 0,03 + 0,002 1,37 £0,116
8000 0,03 + 0,020 1,00 + 0,048 0,02 + 0,002 0,58 + 0,086

10000 0,04 + 0,001 1,89+0,189 0,02 + 0,003 0,89 £+ 0,068

Tabela C-45: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/maltodextrina
(20/15%) apH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 40 7,7 24 4 7.8
1000 7.9 14,6 33,4 10,0
1450 22,2 15,8 22.3 10,9
3350 65,0 16,6 81,7 9.7
8000 85,8 16,9 89,4 259
10000 87,6 11,9 93,7 22,2

Tabela C-46: Fatores de Purificagdo na fase de fundo para o sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 1,90 6,01 1,90
1000 1.85 4,24 1.2¢
1450 0,71 1,01 0,562
3350 0,26 1,26 0,15
8000 0,20 1,04 0,26

10000 0,14 1,07 0,27
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Tabela C-47: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-600/maltodextrina (20/15%) a pH 7e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 20,28 16,22 0,69
PL (U) 89,24 54,87 4,59
Exo-PG (U) 37,10 171,37 57,26

Endo-PG (U) 9341,83 9817,91 819,59

Tabela C-48: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1000/maltodextrina (20/15%)apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 20,00 15,591 1,32
PL (U) 88,01 51,58 4,59
Exo-PG (U) 36,59 208,10 104,16
Endo-PG (U) 9213,42 9605,52 1065,75

Tabela C-49: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1450/maltodextrina (20/15%) apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 20,00 14,18 4,03
PL (U) 88,01 48,43 9,05
Exo-PG (U) 36,59 296,89 85,38
Endo-PG (U) 9213,42 8982,78 1170,44
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Tabela C-50: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-3350/maltodextrina (20/15%) a pH 07 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 18,80 485 8,99
PL (U) 83,19 64,79 12,93
Exo-PG (U) 34,58 22,61 101,07
Endo-PG (U) 8708,67 8535,77 899,30

Tabela C-51: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-8000/maltodextrina (20/15%) apH 7 e 4°C.

Anadlise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 19,31 2,45 14,62
PL (U) 84,98 38,11 7,80
Exo-PG (U) 35,33 15,61 132,67

Endo-PG (U) 8896,29 3497,88 1025,96

Tabela C-52: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-10000/maltodextrina (20/15%) apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 19,58 2.05 14,43
PL (U) 86,19 47,83 6,58

Exo-PG (U) 35,83 11,91 178,05

Endo-PG (U) 902247 4856,67 1475,93
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Tabela C-53: Volume das fases para o sistema PEG/maltdextrina (20/15%) com

NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na Citrosym

Cloud 100L.
MM do PEG Vioro Viundo Vistema % topo % fundo
(mL) (mL) (mL)

600 88+0,12 0,5+0,09 9,30 94,98 5,02
1000 85+0,05 1,0+0,00 9,45 89,42 10,58
1450 8,0+0,12 1,5+0,09 9,50 83,86 16,14
3350 6,6 +0,43 2,6 +0,58 9,17 72,00 28,00
8000 7,3+£0,12 20+0,29 9,33 78,57 21,43
10000 6,4 +0,08 29+0,19 9,27 69,06 30,94

Tabela C-54: Coeficientes de particio para o sistema PEG/maltodextrina (20/15%)

com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L.

MM do PEG Proteina PL Exo-PG Endo-PG
600 3,75 +0,022 3,07 £ 0,679 0,70 +0,187 0,94 + 0,045
1000 4,76 + 0,053 1,84 +0,413 0,56 + 0,009 1,11 £ 0,007
1450 1,72 + 0,003 1,92 + 0,021 0.67+0,131 0,97 + 0,008
3350 0,36 + 0,007 2,42 + 0,019 0,51 £0,041 0,98 + 0,027
8000 0,09 + 0,002 2,42 + 0,058 0,39 £ 0,037 0,51 £ 0,022

10000 0,11 + 0,034 7.68+1,725 0,16 + 0,001 1,02 +0,012
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Tabela C-55: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/maltodextrina
(20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PL Exo-PG Endo-PG
600 1,4 1.7 7,0 5,3
1000 24 6,0 17,5 9.7
1450 10,1 9,1 22,4 16,5
3350 51.7 13,8 433 28,3
8000 75,0 10,1 41,0 35,0

10000 80,5 5,5 135 30,5

Tabela C-56: Fatores de Purificagdo na fase de fundo para o sistema
PEG/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PL Exo-PG Endo-PG
600 1,35 5,75 3,71
1000 2,70 7,23 3,98
1450 0,91 2,33 1,65
3350 0,27 0,84 0,55
8000 0,13 0,55 0,48
10000 0,07 0,91 0,38

Tabela C-57: Resultados da extragcdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-600/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%)
apH 7e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,25 13,23 0,19
PL (U) 34,34 56,20 1,08
Exo-PG (U) 75,33 61,61 5,36

Endo-PG (U) 8646,58 9562,71 521,10
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Tabela C-58: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na
Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1000/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%)

apH7e4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,56 14,01 0,35
PL (U) 35,45 62,39 4,38
Exo-PG (U) 77,78 160,42 34,14
Endo-PG (U) 8927,75 9489,56 1013,82

Tabela C-59: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-1450/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%)

apH7edC.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,66 11,48 1.29
PL (U) 35,83 60,80 6,12
Exo-PG (U) 78,61 177,99 54 52
Endo-PG (U) 9022,47 8086,49 1606,41

Tabela C-60: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-3350/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%)

apH 07 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 8,99 6,14 6,61
PL (U) 33,36 71,96 11,56
Exo-PG (U) 73,19 65,42 50,75
Endo-PG (U) 8400,43 6489,44 2567,50
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Tabela C-61: Resultado da extracido das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-8000/maltodextrina (20/15%) com NaCl (6%)
apH7e4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,32 3,20 9,80
PL (U) 34,58 86,88 9,77

Exo-PG (U) 7587 154,99 154,99

Endo-PG (U) 8708,67 3257 23 1843,01

Tabela C-62: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas contidas na

Citrosym Cloud 100L pelo sistema PEG-10000/maltodextrina (20/15%) com NaCl
(6%) apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 9,19 2,46 10,31
PL.f) 34,09 68,74 4,29
Exo-PG (U) 7479 37,26 37,26

Endo-PG (U) 8584,71 6718,29 2950,01
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Apéndice D: Tabelas Referentes ao Capitulo 5 _

Tabela D-3: Resultado da precipitacdo de Pectinex-3XL por alcool etilico absoluto a
-20°C.

Volume de etanol por 1 mL de enzima Massa precipitada (g)
(mL)

1 0,1125 £ 0,0088
0,1541 £0,0018
0,1848 + 0,0010
0,1870 £ 0,0100
0,1819 £ 0,0010
0,1805 £ 0,0010
0,1834 + 00,0018
0,1861 £ 0,0019
0,1912 + 0,0036

© O N OO O b~ W N

Tabela D-4: Volume das fases para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a
pPH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas produzidas por Aspergillus niger
NRRL-3112.

MM do PEG Viopo Viundo " S % topo % fundo
(mL) (mL) (mL)
1000 6,30+ 062 3,40+0,40 8,70 64,95 35,05
1450 597 +0,05 3,43+0,09 9,40 63,48 36,52
3350 563+0,12 3,87 £0,09 9,40 58,87 41,13
8000 547 £0,12 3,97 +0,25 9,43 57,95 42 05
10000 5,10+£0,28 4,20+0,14 9,30 5484 45,16
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Tabela D-5: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/fosfato de potassio

(20/15%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas produzidas por

Aspergillus niger NRRL-3112.

MM do  Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
PEG
1000 0,33+0,008 2,08+0,278 0,02+0,001 091+0,030 0,030,001
1450 0.78+0,064 4,00+0000 063+0,031 0,70+0,039 0,030,001
3350 069+0027 144+0111 038+0,020 0,79+0084 0,06+0,006
8000 0,78+0,026 3,17+0,167 257+0,159 1,77+0,239 0,06 +£0,011
10000 0,55+0,000 9,50+0,500 0,58+0,077 1,15+0,149 0,02+ 0,001

Tabela D-6: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20-15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 253 20,6 96,2 o2 94,1
1450 441 12,6 47,6 45,2 95,8
3350 46,6 32,7 65,0 47,0 82.1
8000 35,2 18,6 22,0 291 92,4

10000 37,3 8,0 58,9 41,7 97 4

Tabela D-7: Fatores de Purificacdo na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 0,34 1.58 0,60 1,52
1450 0,29 1,11 1,06 2,25
3350 0,65 1,29 0,93 1,83
8000 0,39 0,46 0,61 1,91
10000 0,13 0,99 0,70 1.63
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Tabela D-8: Resultados da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-1000/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 12,03 1,87 3,04
PE (U) 0,272 0,252 0,068
PL (U) 0,29 0,13 3,18
Exo-PG (U) 16,20 14,06 8,35
Endo-PG (U) 1494 96 53,20 851,32

Tabela D-9: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger

NRRL-3122 pelo sistema PEG-1450/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,66 6,91 5,14
PE (W) 0,263 0,191 0,028
PL (U) 0,28 0,91 0,82
Exo-PG (U) 15,70 10,44 8,68
Endo-PG (U) 1498,73 37,79 868,93

Tabela D-10: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-3350/fosfato de potassio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,66 B35 543
PE (U) 0,263 0,798 0,397
PL (U) 0,28 1,00 1,86
Exo-PG (U) 15,70 7,54 6,91
Endo-PG (U) 1498,73 4919 576,35
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Tabela D-11: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-8000/fosfato de potassio (20-15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo

Proteinas (mg) 11,70 4 41 412
( ) 0,264 0,416 0,095

(U) 0,28 1,09 0,31

Exo-PG (U) 15,75 17,48 7,24
Endo-PG (U) 1453,87 42 18 521,95

Tabela D-12: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-10000/fosfato de potéssio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,53 2,88 4 30
PE (U) 0,260 0,388 0,034
PL (U) 0,28 0,26 0,38
Exo-PG (U) 15,63 8,74 6,26
Endo-PG (U) 1433,32 32,28 1216,01

Tabela D-13: Volume das fases para o sistema PEG/fosfato de potassio (20/15%) a
pH 7,0 e 4°C com NaCl (6%) para separar enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122.

MM do PEG Viopo Vrinas Visterna % topo % fundo
(mL) (mL) (mL)
3350 567 +£009 387017 9,53 59,44 40,56
8000 503+0,05 4,27 +0,05 9,30 5412 45 88
10000 470+0,08 440+0,14 9,10 51,65 48,35
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Tabela D-14: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/fosfato de potassio
(20/115%) a pH 7,0 e 4°C com NaCl (6%) para separar enzimas pectinoliticas de
Aspergillus niger NRRL-3122.

MM do Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
PEG

3350 0,850,037 1,08+0,021 13,79+0,471 0,51 +0,030 1,29 + 0,062
8000 0.67+0,000 1046+1611 052+0030 0,60+0,094 0,12+ 0,030
10000 0,79+0,005 1,19+0,133 096+0,119 1,25+0,023 0,41 + 0,020

Tabela D-15: Recuperacoes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato de
potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
3350 44,56 38,79 4,72 57,14 34,66
8000 55,71 7,50 62,17 58,73 87,34
10000 54,30 43,97 49,42 42 .84 69,39

Tabela D-16: Fatores de Purificagcdo na fase de fundo para o sistema PEG/fosfato
de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
3350 0,87 0,11 1,28 0,78
8000 0,14 1,12 1,06 1.57
10000 0,82 0,92 0,79 1,28
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Tabela D-17: Resultado da extragéo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-3350/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,82 5,63 4,54
PE (U) 0,267 0,658 0,418
PL (U) 0,29 0,91 0,09
Exo-PG (U) 15,92 572 7,63
Endo-PG (U) 144873 496,35 263,34

Tabela D-18: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-8000/fosfato de potéssio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH 7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,53 5,36 6,74
E (U) 0,260 1,452 0,120
PL (U) 0,28 1,00 1,65
Exo-PG (U) 15,53 8.06 11,58
Endo-PG (U) 1453,87 77,84 537,21

Tabela D-19: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-10000/fosfato de potassio (20/15%) com NaCl (6%) a

pH7 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 11,28 3,58 4,25
PE (U) 0,255 0,377 0,300
PL (U) 0,27 1,14 1.14
Exo-PG (U) 15,20 9,62 4,21
Endo-PG (U) 1433,32 330,11 748,28
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Tabela D-20: Volume das fases para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%) a pH
7.0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3122.

(mL) (mL) (mL)
1450 6,87 £0,29 2,43+0,05 9,30 73,84 26,16
3350 6,03+0,12 3,47 £0,05 9,50 63,51 36,49
8000 5,67 £0,21 3,80+0,00 8,37 59,43 40,57
10000 5,87 +£0,09 287 +0,09 8,73 67,18 32,82

Tabela D-21: Coeficientes de particdo para o sistema PEG/citrato de sodio (20/15%)
a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger NRRL-3122.

MM do Proteina PE PL Exo-PG Endo-PG
PEG
1450 0,32+0,008 0,01+0,001 1,78+0,248 0,66+0,073 0,12 + 0,008
3350 0,05+0,006 062+0,125 1,35+0,003 0,96 +0,059 0,11 + 0,009
8000 0,15+0,005 0,05+0,018 0,21+0,006 1,16+0,005 0,15+0,008
10000 0,44+0,031 065+0120 285+0266 0,84+0,014 0,29 +0.002

Tabela D-22: Recuperagdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG
1450 52,3 98,6 16,6 35,0 15,32
3350 91,7 47,9 299 37.3 83,51
8000 81,8 92,7 76,9 37,0 81,56
10000 52,3 42 9 14,6 36,7 62,74
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Tabela D-23: Fatores de Purificacdo na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de
sodio (20/15%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1450 1,89 0,33 0,67 1,42
3350 0,52 0,33 0,41 0,87
8000 1,13 0,94 0,45 0,79
10000 0,81 0,28 0,70 1,91

Tabela D-24: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-1450/citrato de sddio (20/15%)apH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,91 3,00 3,29
PE (U) 0,047 0,032 2,428
PL (U) 0,93 1,81 0,95
Exo-PG (U) 37,76 10,35 5,60
Endo-PG (U) 2791,40 236,42 721,66

Tabela D-25: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-3350/citrato de sodio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,99 0,27 2,99
PE (U) 0,047 0,070 0,064
PL (U) 0,95 0,59 0,25
Exo-PG (U) 38,57 12,24 7,29
Endo-PG (U) 2851,43 247,04 125115
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Tabela D-26: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-8000/citrato de sodio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,93 0,74 3,30
PE (U) 0,047 0,039 0,493
PL (U) 0,94 0,38 1,28
Exo-PG (U) 38,03 10,05 5,92
Endo-PG (U) 2811,45 317,15 1402,47

Tabela D-27: Resultado da extragcdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-10000/citrato de sddio (20/15%) a pH 7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,67 1,41 1,65
PE (U) 0,044 0,081 0,060
PL (U) 0,87 0,35 0,06
Exo-PG (U) 35,46 8,70 5,03
Endo-PG (U) 2621,31 782,29 1317,04

Tabela D-28: Volume das fases para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%) com

NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122.

MM do PEG Viopo Viundo Vsistema %topo % fundo
(mL) (mL) (mL)
1000 6,00£0,22 3,03%£0,12 9,03 66,42 33,58
1450 567+0,09 3,983+0,25 9,60 59,03 40,97
3350 9,23+0,17 4,47 +0,09 9,70 53,95 46,05
8000 467 £0,09 467 +0,09 9,33 50,00 50,00
10000 580+028 3,10+0,22 9,00 65,56 34,44
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Tabela D-29: Coeficientes de particao para o sistema PEG/citrato de sédio (20/15%)
com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C para separar enzimas pectinoliticas de Aspergillus
niger NRRL-3122.

MM do PEG Proteinas PE PL Exo-PG Endo-PG

1000 0,08+0,003 0,01+0,000 1,15+0,089 1,04+0,219 0,21 £0,017
1450 0,06 + 0,002 0,02+0,000 0,18+0,048 1,36 +£0,000 0,24 +0,003
3350 0,05+0,008 0,05+0,000 1,93+0,023 0,98+0,015 0,19+0,018
8000 0,08 +0,009 0,03+0,000 0,57 +0,047 0,97 £0,032 0,27 =0,028
10000 0,07 £0,003 0,04+0,000 0,17 £0,025 227 +£0,270 0,55+ 0,002

Tabela D-30: Recuperacdes (%) na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de
s6dio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM PEG Proteinas PE PL Exo-PG MM PEG
1000 84,5 98,3 30,6 32,8 & I |
1450 B1.5 96,8 79,0 33,7 25,4
3350 94,9 94,3 30,7 46,4 18,1
8000 92,2 97,3 63,7 50,8 21,2

10000 88,4 93,4 78.5 18,8 51,25

Tabela D-31: Fatores de Purificacdo na fase de fundo para o sistema PEG/citrato de

sédio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7,0 e 4°C.

MM do PEG PE PL Exo-PG Endo-PG
1000 1,16 0,36 0,39 0,84
1450 1,06 0,86 0,37 0,81
3350 0,99 0,32 0,49 0,86
8000 1,05 0,69 0,55 0,85
10000 1,06 0,87 0,21 0,55
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Tabela C-32: Resultados da extragéo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-1000/citrato de sédio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7

e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,79 0,46 253
PE (U) 0,045 0,028 1,615
PL (U) 0,90 0,67 0,30
Exo-PG (U) 36,68 13,22 6,61
Endo-PG (U) 2711,36 328,40 808,25

Tabela C-33: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergiflus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-1450/citrato de sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7

e 4°C.
Anaiise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 4,03 0,35 3,74
PE (U) 0,048 0,026 0,783
PL (U) 0,96 0,37 1,41
Exo-PG (U) 38,98 11,64 5,93
Endo-PG (U) 2881,44 308,88 905,12

Tabela C-34: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-3350/citrato de sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH

07 e 4°C.
Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 407 0,20 3,67
PE (U) 0,049 0,097 1,592
PL (U) 0,97 0,59 0,26
Exo-PG (U) 39,38 8,54 7,40
Endo-PG (U) 2911,46 336,35 1517,49
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Tabela C-35: Resultado da extracdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-8000/citrato de sddio (20/15%) com NaCl (6%) a pH 7

e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,92 0,32 3,83
PE (U) 0,047 0,043 1,534
PL (U) 0,93 0,61 1,07
Exo-PG (U) 37,89 6,68 6,92
Endo-PG (U) 2801,40 267,31 996,79

Tabela C-36: Resultado da extragdo das enzimas pectinoliticas de Aspergillus niger
NRRL-3122 pelo sistema PEG-10000/citrato de sodio (20/15%) com NaCl (6%) a pH

7 e 4°C.

Analise Entrada Topo Fundo
Proteinas (mg) 3,78 0,29 222
PE (U) 0,045 0,027 0,388
PL (U) 0,90 0,17 0,55
Exo-PG (U) 2701,35 671,75 638,15
Endo-PG (U) 36,54 32,51 7,52
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