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SUMARIO

Microrganismos isolados de frutos de cafe cereja foram

testados no que diz respeito a sua capacidade pectinoliti—

ca e maderagao de tecidqs vegetéié. Fusarium oXysvorum
Schlecht.ex Fr., crescido em meio constituido de farelo -
ﬁmido, demonstrou pProduzir enzimas extracelulares capazes
de deépolimerizar rapidamente polissacaridios vegetais, co
mo celulose, amido, xilano e arabano, além de substancias
pécticas. 0 sistema pectinol{ticd foi fracionado por técqi
cas de troca ionica e filtraggo em gel, demonstrando ser
constituido de tres éndo-poligalacturonases, com atividade
6tima em torno de pH 6,0. Nao foram constatadas as ativi-
dades pectinesterase nem pectina transeliminase. Ag enzi-
mas pectinoliticas purificadas demonstraram Km 0,12%,
0,022% e 0,019% e como produto de hidrdlise foram constata
dos oligossacaridios dcidos em todos os casos. A hidrélise
de acido péctico_foi inibida pela presenca de cations di
valentes no meio de reaégo e agentes cuelantes de metais
foram eficientes em prOpdrcionar melhores condigSes para a
atividade enzimética. Tanto enzimas purificadas quanto a
Preparagao bruta foram capazes de hidrolisar substancias

pecticas isoladas de limfo e de frutos de cafe.
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SUMMARY

The pectinolytic and cell-dissolving ability of microorganisms
isolated from coffee cherries was studied. The fungus Fusarium
oxysporum Schlecht.ex Fr., when grown on moistened bran, developed
énzymes capable of rapidly depolymerizing such vegetable poly-
saccharides as celulose; stérch, xylan and araban besides pectic
gubstances. This pectinoljtic enzyme system was fractionated by
ion exchange chromatography and gel filtration into three poly-
galacturonases with optimal activity at a pH around 6,0. No pec-
tinesterase and pectintranseliminase activity were detected.
Michaelis—Menten consﬁahts (Km) measured for the three enzymes
were 0,12 , 0,022 e 0,019% while acid oligosaccharides were the
end products in all cases., Pectic acid hydrolysis was 1nh1b1ted
by the presence of divalent cations in the reaction mixture
vhile chelating agents were effective adjuvants, sometimes acce-—
lerating the reaction. The crude extract as well as the purified
engymes obtalned from this fungus were effective in hydrolysis of

pectic substances isolated from lemon and coffee fruits
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cAPfTULO 1

Introduggo

A flora microbiana de regioes cafeeiras tem sido fre-
' » . -~ . -~ 3

quentemente estudada em vista da importancia economica da cultu
»” - - - ~ . 3

ra e das notaveis implicagoes que certos microrganismos podem

- ~ ’
acarretar a comercializagao do produto. Colletotrichum SD.,

Rhizopus sp., Cladosporium SP.y Penicillium sp., Aspergillus sp.

e Fusarium Sp. podem ser citados como constituintes da micoflo-

e R . '
_Tra do cafe em culturas brasileiras.

Os processos maié importantes onde os»fungos podem es
tar envolvidos incluem os eventos fitopafolégicos em culturasg
de cafe e a fermentaqao natural durante o processamento dos fru»
tos.

Pesquisas realizadag tendo em vista aspeoctos patolégi
cos em diferentes tipos de vegetais tem demonstrado que o carég
ter fitopatogénico de certos microrganismos esta frequentemente
associado a capacidade de degradar pollssacarldlos estruturais
ou de reserva presentes nas folhas e nos frutos. Atividades en
zimaticas capazes de degradar parcialmente certos polissacari -
dios como celuloses, hemiceluloses e substancias pébticas tem
sido correlacionadas com o caracter fitopatogenlco de alguns -~
fungos em dlferentes culturas de interesse economico. Apesar da

r631sten01a normalmente apresentada pelo vegetal, quer como im-—
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permeabllldade da parede celular, quer pela produqao de anti-meta
bolitos GSDGCIfICOS, 0 orescimento do microrganismo fitopatogeni-
co e facilitado pela liberagao enzimatica de agucares de baixo pe
so molecular e a 1nfecgao pode ser posteriormente difundida no
tecido hospedeiro. Como resultado mais frequente, pode ser obser
vada a diminuigac da rrodutividade do vegetal, acarretada pela -

baixa produgao ou pela destrulgao dos frutos verdes e maduros,

A fermentaggb natural dos carboidratos DPresentes na
polpa de café barece ser um processo de grande influencia no sa-
bér da bebida, com'grande prejuizo para a qualidade do produto, 0
processo fermenfativo, que naturalmente ocorre nos frutos em re-
giges cafeeiras, e desenvolﬁido'por microrganismos que tem capaci
dade de utilizar os agﬁcares do epimesocarpo como fonte de carbo-~
no e energia. A degradagao dos pollssacarldlos presentes na pol
Pa do cafe, parcialmente efetuada pelo equipamento enzimatico do
proprlo fruto, parece constituir a primeira etapa da implantagao
do processo fermentativo, que acarreta a decomposiggo da camada -
mucilaginosa do caf;. A biodegradagao desta camada e empregada
durante 0 processamento que visa a obtengao de graos de cafe, .de
vendo ser interrompida antes que a agao microbiana se torne preju
dicial a qualidade da bebida. A eficiéncia do processo esta, por
tanto, correlacionada a atividade pectinolitica produzida pelog -

microrganismos presentes na regiao.

0 éstudo de enzimas pectinoliticas produzidas por fun-
gos adaptados a regiao cafeeira parece ser particularmente intex
ressante, tendo em vista osg importantes processos nos quais jJ
dem participar. O presente trabalho tem como objetivo a caracte

rizagao do sistema pectinolitico de Fusarium oxysporum Schlecht.

ex Fr., microrganismo pertencente a um genero particularmente -
~ . . .
abundante em cafezaig, e verificar a ag¢ao do equipamento enzimati
o . [ d
co frente a polissacaridios isolados de frutos de café.

- 04 -



CAPTTULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Introdugao

0 estudo das enzimas pectinoliticas tem demonstrado es
tar intimamente relacionado ao conhecimento de substancias pécti-
cas, tendo sofrido influencias marcantes das diferentes teorias a
respeito da composigab e estrutura deste grupo de polissacarfdiOS.
0 elevado grau de interesse e complexidade do assunto tem motiva-
do o aparecimento de publicagSes esporédicas, tanto no que diz -
respeito as substanciasg pécticas quanto a decompOSiggo enzimatica

de seus cdmponentes (23,24,33,35,43y46947,48a51,56y79,80)-

. .§
Inicialmente, nomes muito diferentes foram dados as
. e . . . £, . . . .
substancias recticas e enzimas pectinoliticas, dificultando sensi
. . R
velmente o desenvolvimento de pesquisas e intercambio de novas -
descobertas, razao rela qual, em 1926, reuniu-se uma comissao insti
tufda pela "American Chemical Society" para definir e padronizar
’ » . ~ s
a nomenclatura nesta area. FEm 1944, uma nova comissao revisou e

atualizou a nomenclatura proposta, sendo o resultado sumarizado a

seguir (56):

~ . L . Id . ~
"Substancias pecticas é uma designagao de grupo para a~
queles derivados complexos de carboidratos, coloidais,~
que ocorrem em, ou sao preparados a partir de plantas

- 05 -



e contem uma grande propor¢ao de unidades de acido mono
galacturanico, O0s quais acredita-se existir em uma com-
binaggo em forma de cadeia. Os grupamentos carboxilicog
de écidos poligalacturonicos podem estar parcialmente -
esterificados por grupamentos metilicos e parcial ou to
talmente neutralizados por uma ou mais bases,

: ’ . < -~ . e 3 .
Protopectina e aplicado as substancias pecticas insolu~
. » »
vels em agua, que ocorrem em plantas e que apos restri-
3 » - - - - (< 3 -
ta hidrolise originam pectina ou acidos pectinicos.

o ’_ . e . 2 . .
Acidos pectinicos e usado para designar acidos poliga-
lacturonicos coloidais contendo mais do que uma porg¢ao

. P », fa . .
negligivel de grupos ésteres metilicos. Acidos pectini
Cos, sob condigoes adequadas, sao capazes de formar

'- 'n -

gels com agucar e acido, e se adequadamente baixo for
» Lq . I'd .
0 conteudo metoxilico, com certog ions. Os sais de -

» ., S had .
acidos pectinicos sao tanto pectinatos neutros gquanto
‘-
acidos.

Pectina ou pectinas designam aqueles acidos pectinicos
hidrossoluveis de conteddo variavel de ésteres met{li-
cos e grau de neutralizaggo, que sao capazes de formar
géis com‘agﬁcares e écidos, sob condigges adequadas.

Lcido péctico e aplicado a substancias pecticas compos
tas em sua maioria de acidos poligalacturdnicos coloi-
dais, e essencialmente livres de grupamentos ésteres
met{licos . Os sais de acido péctico s20 tanto neutros
quanto écidos."

lEm 1961, uma classificagao sistematica de enzimas pec-
tinolfticas foi proposta pela "Commission on Enzymes" da "Inter-
national Union of Biochemistry"(I.U.B.) descrevendo dois tipos
principais de atividades enzimaticas: as despolimerizantes e as
desesterificantes (69). As enzimas despolimerizantes que rompem
as ligagoes alfa (1~-4) de substancias pécticas foram designadas

de poligalacturonases e classificadas como poligalacturonidio -
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glicano-hidrolase (E.C.3.2.l.15). Outro tipo de enzimas‘que rom
pe a mesma ligagao como catalizadoras de beta~eliminag¢ao sdo asg
transeliminases, denominadas pectina~liases (E.C. 4 2.99). As
enzimas que hidrolisam as llgagoes esteres de pectinas e acidos

pectlnlcos foram comumente designadas de pectinesterases e deno-

minadas pectina pectil-hidrolase (E.c.3.1.1.11). Posteriormente,

esta sugestao foi ampllada a fim de. classificar também aquelas -

enzimas que demonstram especificidade por substratos esterifica-
~ ~ - » » - -

dos ou nao, e agao endo ou exo-enzimatica (27). A partir de en-

~ 3 ~ ‘ hd - . .

tao, as publicagoes referem-se ag enzimas da maneira acima con-

vencionada. N

-~ . > .
Substancias pecticas

A descoberta de substancias pécticas e ‘atribuida a Vau -
quelin, que, em 1790, isolou de suco de plantas um material hldros
soluvel e gelatinoso (56) As pesquisas posteriores, principal -
mente de Payen,em 1824, de Braconnot, em 1825 e de Fremy em 1847,
reconhecendo a substancia coloidal acida responsavel pela gellfl'
cagao que ocorre quando frutas sao cozidas.com agucares, eviden--

ciam a pos1gao pioneira da pectina na histdrig da qulmica moder-

na (46958)'

Entretanto, devido ao caracter essencialmente domegti-
co da aplicagao das substancias pecticas existentes em frutas, -
0s esforg¢os no sentido de utilizar diretamente o princ{pio geli-
ficante sao notados apenas no infcio deste século, avolumando-se
a partir de 1910 (58). Com o desenvolvimento de metodos de ex-

tragao mais adequados e a exploragao de novas modalidades de
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. -~ -~ td . ~
aplicagao, as substancias pecticas passaram a ser alvo de atencao
» » 3 . -
de maior numero de pesquisadores interessados em elucidar sua eg-

L .
trutura quimica.

A constataqao da presenga de ésteres metilicos em prepa
ragoes de natureza péctica por von Fellenberg, em 1913, e a veri-
ficagao da existencia de acidos uronicos por Suarez, em 1917, pos
teriormente identificados por Ehrlich como acido galaotﬁr3nico'qg
recem constituir as descobertas iniciais que favoreceram a eluci-
dagao da estrutura das~subst3ncias pecticas (46). 0 desenvolvimqg
to das pesquisas que culminaram na identificagao das estruturés
presentes nas substancias péctfcas sofreu marcadamente a influen~
cia de um consenso geral que aceitava a ideia da existeéncia de

uma estrutura de peso molecular relativamente pequeno e constante.

Estudos realizados por HIRST et 2l (34,36,37,38) e por
BEAVEN et al ( 09, 10) em materiais pectlcos de varias fontes leva
ram a conclusao de que D-galactose e L-arabinose encontram-se sob
a forma de homopollssacarldlos bem definidos, que acompanham 0
acido pectlco no processo de extragao.. Numerosos trabalhOS réié~
cionam aqucares neutros como arabinose, galactose, rhamnose e xi=
lose como produtOS‘de hidrdlise de substancias pécticas exausting
mente purificadas. Muito provavelmente estes agucares nio estao
presentes como impurezas, mas como cadeias laterais ou mesmo cons
tituintes da cadeia principal do polissacarfdio acido (56).
WHISTLER & SMART (79) observaram que as substancias pécticas devem
ser consideradas como uma ﬁr{ade‘de polissacaridios encontrada na
parede vegetal e camadas intercelulares de todos os tecidos vege-

tais. Sugeriram que este conjunto seja constitufdo de galacturona
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. - - rd
no, arabano e galactano, dos quals o primeiro e o componente -

principal.

Estudos quanto a composigao e eétrutura quimica de -
galacturonands tem sido o assunto de muitos relatos, sendo que em
apenas alguns casgos apresentaram—-se isentos de agucares neutros
(56). Quimicamente, os galacturonanos sao constituidos de longas
cadeias lineares de acido D—galactur3nico, que se encontra sob a
forma piranosidica. As ligagdes glicosidicas s3o do tipo alfa (1-4)

€ 0 peso molecular pode se extender de 20,000 a 400,000,

As substancias pécticas estao universalmente presentes
nas paredes celulares de plantas superiores, podendo apresentar-
se em grandes quantidades, representando ate 30% do peso de cer-
tas frutas, ou quantidades mfnimas, como em tecidos lenhosos. A
localizagao da pectina em plantas indica que s20 constituintes -
predominantemente estruturals, conferindo aos te01dos suculentos
sua firmeza tlplca (47) 0 conteudo pectico de diferentes fru -
tos e tecidos vegetais tem sido motivo de estudo por parte de -
muitos pesquisadores, tendo KERTESZ (46,47) reunido grande nume-

ro de informagoes a respeito.

Com relagao ao conteddo péctico de frutos de café, -
KERTESZ (46) cita os resultados de Carvalho, que em 1936 repor —
tou um teor de 2, o de substancias pécticas facilmente extraiveis
com agua. Os dados com relagao ao teor de substancias pecticas
do café sao discordantes, provavelmente pela diferente metodolo~
gla empregada, sendo que os valores citados variam de 5,8 ate - _
38% (63). RaO (68), em 1976, argumentou que o teor de pectina

. . ) < I'd . .
existente na mucilagem do cafe e compativel com a sua industria-
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- ~ . L4 » 3 .
lizagao como sub-produto da indistria cafeeira, tendo em vista os

dados abaixo:

Frutos Pectina (%)

. 3
bPeso seco pPeso umido

cafe (robusta) 1,85 29,74
café (aribica) 0,56
ameixa 1,17
maga, res. 0,75
cereja 0,24
pomelo 33,33
limao . 26,20

Dentre as substancias pecticas isoladas de café, podem
ser citadas aquela descrita por COLEMAN’gi.gl (17), que obtiveram
um polissacaridio acido com propriedades semelhantes as do acido
péctico de limgo, e aquelas estudadas por CORREA_gi.giJ que carac
terizaram o heteropolissacarfdio 4cido (20), composto de um galac
turonano (18) e um galactoarabano neutro (19) com proporgdes apro

ximadamente equimoleculares de galactose e arabinose.

A presenga destas substancias pecticas na mucilagem ‘do
café cereja dificulta sensivelmente o processo de secagém e favo-
rece a fermentaggo natural por microrganismos (29). Para a reti-
rada da pectina existente na mucilagem, JOHNSTON & FOOTE (42) pro
puzeram um metodo utilizando enzimag pectinolfticas, enquanto
PEREIRA (64) estabeleceu as condigbes de um processo semelhante,-
ativando as enzimas existentes nos frutos, seguindo o pensamento
35 anteriormente descrito por PERRIER (66),em 1932. FRANCO (28),
entretanto, comprovou que a eliminagao da substancia pectica do
cafe despolpa@o e causada por microrganismos, com o que concordam

outros autores (63).

- 10 -



Tendo em vista a presenga de substancias pécticas
nos frutos de cafe cereja, a presenga de microrganismos ca~
pazes de produzir enzimas pectinoliticas e acentuadamenté -
benéfica Para o processo de biodegradagao da camada mucila-

ginosa,

. » £, .
Enzimas pectinoliticag

A hidrolise das ligagdes glicos{dicas presentes na
molécula do acido péctico parece ter sido descrita pela pri-
meira vez na cevada em germinaggo, por Bourquelot e Herissey,
tendo sido denominada pectinasé, nome atualmente designado pa
ra preparagges brutas de enzimas pectinol{iticas (24,51). Se-
gundo HIRST & JONES (35), Ehrlich foi o primeiro a demonstrar
em 1917, que o acido galacturonico é liberado na hidrolise -

[ -’ [¢ - - . - 3 »
do acido pectico pelas enzimas produzidas por Penicillium

ehrlichii.

Em 1939, WASKMAN & ALLEN (77) verificaram que -

Fusarium sp., Penicillium sp., Asvergillus SP.y Trichodermg = -
e ] ———— L Y

8p. isolados do solo, eram capazes de degradar poliurpn{diosl

s . ”~ ., . .
liberando acido monogalacturonico no meio de crescimento,

Muitos casos anteriores jé haviam demonstrado o ca-
racter indutivo de enzimas pectinoliticas de outros fungos, e
WAGOONER & DIMOND (75), pesquisando as enzimas produzidas por
Fusarium oxysporum felycopersici verificaram que a exonpoligg
lacturonase tem um caracter adaptativo, sendo produzida quan-
do pectina estiver presente no meio de crescimento. A pecti -

nesterase, entretanto, era produzida constitutivamente.
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EL-AROSI (25) estudou o sistema pectinolitico extrace-

lular de Rhizopus solani Kuhn e Fusarium oxysporum Snyder and

Hansen, constatando que ambos possuem capacidade de degradar te
cido vegetal e que a acao conjunta das duas Preparagoes era mui-
to mais eficiente do que isoladamente. A atividade hidrolitica
produzida por F.oxvsporum foi identificada como endo-poligalactg

Tronase, que apresentou melhor atividade em pH 6,5 a 8,3.

Em 1961, PAGE (61) verificou a atividade enzimatica 1i
berada no meio de cultura por alguns fungos aplicando técnicas
de cromatografia em papel. Dentre as culturas examinadas, Fusa~
rium sp.apresentou uma poligalacturonase que era ativa em pH
3,7 e degradava acido pectico liberando acido monogalacturonico

no meio de reagao.

As atividades endo e exo~poligalacturonase podem ser
produzidas por um mesmo microrganismo, e Young, em sua tese de

doutorado, em 1963, demonstrou que Fusarium oxysporum f.sp.lyco-

persici (Sacd.) Snyder and Hansen produz seis enzimas aparente -
mente distintas, tendo constatado ag atividades exo e endo-poli-

galacturonases, cqnférme citagao de HARMAN & CORDEN (32);'

Em 1965, FISHER (26) estudou cepas virulentas de Fusa-
rium sp., constatando a capacidade de produg¢ao de enzimas poli -
galacfuronase, pectinesterase e celulase. O sistema pectinoliti-
co demonstrou ser indutivo e indiferente ao teor de metoxila do
substrato. HORST (39), entretanfo, nao correlacionou a patogeni

cidade de Fusarium oxysporum f.callestephi com a produgao deste

tipo de enzimas. O estudo de diferentes cepas levou a observa~
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¢ao de que ocorre uma especializacao fisiologica entre fungos -~
- » - 3 -
pertencentes ao genero Fusarium, diferindo consideravelmente en
= n —

tre si culturas obtidas de cinco regioes geograficas distintas.

BATEMAN (06) estudou as atividades despolimerizantes -

produzidas por Fusarium solani f.phaseoli, constatando a presen-

¢a de duas hidrblases, sendo que uma era mais ativa frente ao
acido péctico, com pH Stimo de 6,0 e outra mais ativa frente a
pectina,em pH 5,0. Nao foi detectada a presenca de pectinestegg
Be e as enzimas pectinoliticas démonstraram ser indutivas. A

atividade transeliminase demonstrou 4tima atividade em pH 8,8,

g

SWINBURNE & CORDEN (71) relataram a exist®ncia de duas

atividades pectlnolltlcas, produzidas por Fusarium oxysporum Ve

lycopersici, que foram separadas por teécnicas de troca idnica. -
Nessa mesma epoca, PATIL & DIMOND (62) verlflcaram que a sintese

de enzimas pectlnolltlcas de Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici’

e fortemente reprimida em meio contendo pectina e monossacaridios.
A sintese foi reprimida por glucose, acido galacturonico e sorbi
tol em concentragoes 0,05M e mesmo por 2-desoxiglucose a 0,006M,
A endo-poligalacturonase demonstrou capacidade de hidrolisar tan

to pectina comd pectato de sddio.

Em 1970, MUSSEL & GREEN (59) correlacionaram a acao £i

topatogenica de Verticillium albo-atrum e Fusarium oxysporum f.

sp.lycopersici com a atividade poligalacturonase, .observando tam
¢ ~ - 3 3

bem que a permanencia desses fungos em tecidos sadios, sem produ
~ . ’, . . 0

¢ao de enzimas, suporta a ideia de que o tecido hospedeiro resis

PR I'd . . L, .
tente tem condigoes de regular a sintese das enzimas pectlnolltl
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cas nesses fungos,

PERLEY & PAGE (65) detectaram atividade poligalacturo-

nase em culturas de Fusarium roseum (LK) emend.Snyder and Hansen

e verificaram que a produgao foi induzida pela presenga de acido
mucido ou écido péctico, em pH 6 s5y € por pectina, em pH 3,4. A
enzima induzida apresentou maior atividade frente ao acido pectl
co, nao liberando acido monogalacturonico no meio de reéagao, -
BIEHN & DIMOND (11) observaram o efeito repressivo de galactose

na produggo de poligalacturonases por Fusarium oxysporum f.sp. ly

copersici e caracterlzaram a enzima como exo—pollgalacturonase.
ALBERSHEIM & ANDERSON (1) verificaram que fragoes proteicas ex -

trafdas da parede celular de alguns tecidos vegetais foram capa-

zes de inibir a atividade poligalacturonase de Colletotrichum

lindemuthianum, Fusarium oxvsporum e Sclerotium rolfsii. Os auto

res constataram tambem que Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici

secreta enzimas capazes de degradar acido poligalacturonico jun-
tamente com outras capazes de degradar parede celular de tecidos

vegetais, )

Em 1972, HARMAN & CORDEN (31) purificaram o sistema de

poligalacturonases produzidos por Fusarium oxysporum f.sp.lyco -

persici, cujas enzimas demonstraram diferente comportamento fren
te a celulose trocadora de fons. Verificaram que as enzimas apa-
rentemente formam complexos com substancias pécticas, apresentan
do portanto carga negativa sob certas condigSes. Nas preparagges

rurificadas foram encontradas apenas atividade poligalacturonase.

A inspegao do meio de crescimento de quatro microrga -

td -
nismos isolados de frutos de cafe, entre os quais uma cultura -
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nao tipificada de Fusarium, revelou a presenga de atividade exo
poligalacturonase com melhor atividade em condigoes medianamen—
te écidas (82). As enzimas produzidas pelos fungos demonstraram
capacidade de hidrolisar ate 33% do acido péctico, sendo em sua

- 3 * »
maioria de caracter adaptativo.

Em 1974, ZAUBERMANN & SCHIFMANN-NADEL (83) evidencia-
Tam a presenga de pectinesterase e poligalacturonase em abacates
infesﬁados por Fusarium‘gg., 0 que conduziu a um mais répido amo

1ecimento do fruto.

SZAJER & BOUSQUET (72), em 1975, estudaram a produgao

de endo-poligalacturonase e pectinesterase de Botrytis cinerea,

Fusarium moniliforme, Pestalozia sp. e Phoma exigua var.exiguay-

verificando que s20 enzimas produzidas adaptativamente e apenas
no primeiro caso houvé uma, produggo de caracter constitutivo., Os
agentes indutores sao substancias pécticas, esterificadas ou nEo,
enquanto qué acidos alg{nicos e galacturonico nao foram efetivos
na induggo, apesar de nitidamente correlatos. Pectinesterase -
foi induzida gratuitamente por acido péctico, substrato nao este

rificado.

. Em 1976, CARUSO et al (15) correlacionaram as enzimas
pectinoliticas produzidas por Fusarium e a infestaggo de tomatqi
ros, estabelecendo a metodologia para constatar a doenga antes -

mesmo do aparecimento dos sintomas.

. « L. o
Portanto, as enzimas pectinoliticas produzidas por fun -
&0s, em especial aquelas produzidas por Fusarium demonstram ser

produzidas de forma constitutiva ou indutiva, tendo sido consta-

- 15 -



tada a presenca de poligalacturonases, pectinesterases e transeli
minases. Embora um grande numero de relatos vise o conhecimento
da fisiologia do microrganismo tendo em vista sua ag¢ao patog%nica,
nem todos os casos correlacionam as enzimas pectinolfticas com
esse carécter. Dé uma forma geral, pode ser notado que as atiqi
dades pectinolfticas ocorrem em fungos pertencentes ao gEnero, -
embora demonstrem certa variagao em termos de adaptagao ao local

de onde foram coletadas as amostras.
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CAPTTULO 3

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

Amostras de cafe cereja de diferentes cafezais de Lon
drina, PR, foram coletados asseticamente em KC1 0,154M. Apos
o desenvolvimento dos microrganismos em caldo nutritivo,‘foram
inoculadas placas contendo meio de cultura sabouraud-glucose-
agar esterilizado, que a seguir foram incubadas a 282C por 72 -
horas. As coloniaé isoladas foram usadas paré'inocular meio de
cultura sabéuraud—pectina—agar com a finalidade de selecionar -
os fungos capazes de utilizar pectina de cafe como ﬁnica fonte

de carbono e energia.

Os fungos pectinolfticos foram crescidos em meio cong
titufdo de mistura de farelo de trigo e arroz (1:9), umidecida -
com 40% de égua destilada. Apds o crescimento, as enzimas ex
tracelulares foram extrafdas do meio de cultura com égua desti-
lada, a uma prOporggo de 10 ml/g, por duas horas, a temperatura
ambiente. O filtrado, clarificado com terra diatomécea, foi
centrifugado a 5.000 rpm durante 10 minutos a 42C e testado no
que diz respeito a capacidade de degradar pectina comercial em

PH 4,8 e a 402C., A atividade enzimatica foi determinada pela
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dosagem dos agucares redutores liberados no sistema de reaggo, -
pelo metodo iodométrico (41). Dentre os fungos capazes de degra
dar pectina, foi selecionada uma cepa que apresentou maior ativi
dade. Esta cepa, bem como todos os demais fungos pectlnolltlcos,
foi mantida em agar—batata a baixa temperatura, tendo sido repi-

cada periodicamente.

Semelhantemente, foram pesquisadas 42 cepas de Fusarium
Sp. coletadas na reglao de Ribeirao Preto, SP, cedidas pelo Depar
tamento de Fltopatologla do Instituto Agronomlco do Estado de Sao

Paulo,

L3

0 fungo escolhido para os estudos seguintes foi tipifi-

cado como sendo Fusarium oxysporum Schlecht.ex Fr.

Substancias pecticas

Frutos de‘café cereja (Coffea arabica L., var.Mundo Ngv
vo) foram colhidos manualmente e mantidos a baixa tenperatura em
frascos Dewar. A polpa foi triturada com etanol a 60%,7apés o
que foi exaustivamente lavada com etanol a 60%, a 95%, acetona,

cloroformiosmetanol 2:1 (v/v) e butanol zaturado com égua.

Pectina de café foi obtidé atraves do procedimento des
crito por MCCREADY (55). Pectina comercial havia sido obtida in
dﬁstrialmente por extragao aquosé de casca de limzo seguida de
uma precipitagao dos polissacaridios acidos com hidrdoxido de alu
minio a rH 4,0, O excesso de sais foi removido com HC1 etané{i
co e a remogao dos cloretos foi efetuada por exaustivo tratamen-

to com etanol a 60%. As diferentes preparagoes de pectinas fo
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ram purificadas segundo o procedimento descrito por KOHN & FURDA
(49). Acidos pectfnicos de diferentes teores de metoxilagao fo
ram obtidos por hidrdlise parcial com HC1 1,4 N em isopropanol a
60% (12), a 30°C. 0 dcido péctico foi obtido por saponificagao

do acido pectinico de menor teor de metoxilaggo, em pH 12 e a
temperatura ambiente. Os polissacaridios foram sempre tratados

com etanol a 60%, a 95%, acetona, éter etflipo e finalmente secos

a0 are

As substancias pécticas foram caracterizadas quanto ao
teor de acido anidrogalacturonico (AUAZ), metoxilas (11e0%) , cin
zas e umidade de acordo com és tecnicas citadas por MCCREADY(56).
0 grau de esterificagao foi calculado tendo em vista os valores
encontrados de AUA% e Me0%. Os agﬁcares uronicos totais foram -
determinados pelo método colorimétrico do carbazol, descrito por
DAVIDSON (21), enquanto que os agﬁcares»ur3nicos redutores foram
dosados especificamente pelo procedimento de AVIGAD (03). Os re—.
sultados referentes a caracterizagio das substancias pécticas ob

tidas sao sumarizados a seguir:

Substancia pectica’ AUA% Me0% Esterificacao
Pectina purificada 81,2 9,8 69,0
Kc.pectinico limao 89,8 2,7 17,0
Kc.péctico lim3o 93,3 0 0
Pectina cafe . 82,8 4,1 28,0
Ac.péctico café - 92,8 o 0

. I . '
Obs.: os dados acima referem-se aos polissacaridios isentos de

umidade e cinzas.
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A caracterizagao dos monossacaridios presentes em ca~
da preparaggo péctica foi efetuada por cromatografia ascendente
em papel Whatman n? 0l, apds hidrdlise com acido trifluoracetico
1 N a 1002C.: Foram usados os solventes ac1do (acetato de etila,
18 vol.; acido formlco, 3 vol.; acido acetico, 8 vol.; agua, 9 -
vol.) para aglcares urénicos (40) e alcalino (n~butanol, 6 vol.;
piridina, 4 vol;; agua, 3 vol.) para monossacaridios neutros
(44). 0s agicares foram revelados com azul de bromofenol (53)ou
pelo procedimento de Trevelyan et al (74), dependendo de suas ca

racterlstlcas acida ou neutra.

Bnzimas
. )

A atividade poligalacturonase foi medida pela dosagem
dos agﬁcares redutoreé liberados no meio de reagao,'quando era
usado écido.péctico como substrato. O sistema tlplco de 1ncuba
gao foi constitufdo de 0,1 ml de preparagao de enzima adequeda~
mente diluida, 0,1 ml de tampao acetato 0,24 e 0,3 ml de subs—
trato a 0,5%. Apds 0, 5, 10 e 20 minutos de reaggé, 0s agucares
redutores foram medidos pelo método de .Somogyi adaptado por -
NELSON (60) € a curva de progresso da reaggo fei usada para o
calculo da velocidade inicial. Uma unidade de engima foi defi-
nida como a quantidade necessaria para liberar um umol de produ
to, calculado com écido'D—galactuanico, por minuto, sob condi -
gaes otimas de PH e temperatura. A atividade espec{fica foi -~
calculada como a razao entre a concentragio de enzima (u/m1) e
0 teor de proteinas (mg/ml),determinado pela técnica de LOWRY

et al (52) modificada por HARTREE (32), tendo sido usada albumi



na de soro bovino como padrao proteico.

A atividade pectiﬁesterase foi pesquisada pelo método
titulometrico (56). 0 meio de reagao continha 1 ml de solugao -
contendo enzima adequadamente diluida, 5 mi de pectina a l%, 1l
ml de NaCl 1 M, tendo sido ajustado aopr desejado antes de ser
completado o volume de 10 ml. Os grupamentos carboxilicos libe
rados durante a incubagao a 409C foram titulados automaticamen—
te com NaOH 0,02N. A enzima foi pesquisada tambem usando 0 sig-
tema aescrito por KOOIMAN (50), com diferentes indicadores de
pH.

A atividade transeli%inase foi medida pelo método eg-
pectrofotométrico de ALBERSHEIM & KILLIAS (02), usando pectina
ou acido péctico como substratos. O sistema de reaggo foi cong
titufdo de 0,5 ml de solugao conteth'enzima, 1 ml de substrato
al% elml de tampgo‘acetato 0,2M. O aumento da absorbancia a
235 nm foi medido, sendo definido como unidade de enzima a quan
tidade necessaria para causar um acréscimo de 1,0 né eséala.ide

~ - .
absorbancia, por minuto.

As atividades enzimaticas capazes de hidrolisar polis
sacarldlos foram determinadas pela dosagem dos agucares reduto-
res llberados no meio de reagao, constituido de 0,1 ml de prepa
ragao contendo enzimas, 0,1 ml de tampao 0,2M e 0,3 ml de subs-
trato. Como substratos foram usados Amido soldvel (Merck),a 1%,
Cii-celulose (Merck), a 0,625%, Xilano (Nutr. Biochem,), a 17 e
Arabano (Slgma), a 1%, sem previa purlflcagao. Para calculo de
concentragoes foram usados D~glucose, D-xilose e L-arabinose -
como paeres, respectivamente para amido e CM-celulose, xilano

e arabano.
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Enzimas capazes de hidrolisar maltose e celobiose fo-
ram pesquisadas pela determinaggo cromatogréfica dos produtos -
de reaggo, em diferentes valores de PH. 50 ul do meio de reacao
foram aplicados em papel WHATMAN ne® 01, e gpés desenvolvimento
da cromatografia no solvente anteriormente citado (44), os agﬁ-

cares foram revelados com nitrato de prata (74).

As enzimas proteolltloas foram determinadas pela dosa
gem dos residuos fendlicos soluveis em acido trigloroacetico 2
Pos a pre01p1tagao da caseina nao digerida. O sistema de rea —
¢ao foi constituido de 0O s1 ml de preparagao enzimatica, 0,1 ml
de tampao acetato 0,2M e 0,3 ml de caseina a 1%. Apés a incuba-
gao, ‘as prote1nas foram precipitadas por adlgao de acido trlclo
roacetico a 10%, e o filtrado foi pesquisado quanto ao teor de

residuos tenollcos, pelo metodo de Lowry et al (52) modificado

(32), tendo sido usado como padrao o amino a01do alfa~L-tirosina.

A atividade de maceragdo de tecidos vegetais foi medi
da pela determinagao do percentual dissolvido de um pequeno cﬁ-
bo de batata, conforme descrito por KAWAT & ARE (45). 0 tecido
vegetal (aprox. 1 cm3) foi incubado com 1 ml de enzima, 1 ml de
tampao 0,2M pH 555 e 3,0 ml de agua destilada a 402C por um pe-
riodo de Quatro horas, sob agitagao constante. As amostras fo
ram incubadas em triplicata, assim como os tubos controle, nos
quais havia sido substitufda a enzima por igual volume de agua

destilada.

. . L, .
hstudo do sistema pectinolitico

Apds a extracao aquosa do meio de cultivo, as macromo
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léculas foram precipitadas com dois volumes de acetona gelada, a
-202C, 0 precipitado, recolhido por filtracao apos sedimentagao
durante a noite, a baixa temperatura, foi exaustivamente lavado
com acetona geladé e posteriormente liofilizado. O po cetonico
foi moido em almofarlz de porcelana e mantido em dessecador, a

baixa temperatura.

As enzimas foram extraidas do p6 cetonico com tampgo
acetato 0,2M pH 645~7,0 durante 60 minutos. Apos filtra§§o~ em
placa porosa, o residuo foi lavado com o mesmo tampgo, sendo re

colhidos os filtrados para os estudos seguintes.

&

A dessalinizaggo das preparagges contendo enzimas foi
feita por filtracao em gel, numa coluna com 242 cm de diametro
e 45 cm de altura . O volume de vazao {Vo) foi calculado pela
percolagao de uma pequena amostra de Blue Dextran 2.000, macro~
molécula completamente excluida do gel. Foi utilizado Bio Qel
P6, equilibrado com agua e mantido sempre a baixa temperatura .
A amosira a ser liofilizada foi sempre inferior a 30% do volume
total da coluna, e apés‘filtragao foi usualmente observada uma

diluigao de 1:1,5.

As preparaQGes enzimaticas foram percoladas em coluna
com 2,2 cm de diametro e 23 cm de altura contendo ClMcelulose ou
DEAE-celuloée, previamente tratada com HC1 0,2N e NaOH 0,2N, -
conforme recomendado por'PETERSON (67), e equilibrada com tam_.-—
pao acetato pH 5,5 0,05M. As proteinas adsorvidas foram eluidas
com um gradiente salino e 0 g 1 M, cuja linearidade foi confirma
da por espectrofotometria de emissao (KCl) ou por dosagem argen-

timétrica de cloretos (NaCl). A eluicao de proteinas foi acompa~
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nhada pela medida da absorbancia a 280 nm de cada fragao de 5 ml
obtida. Em todas as cromatografias foi mantido um fluxo constante

de 10 ml por hora.

Apos dessalinizagio e liofiliza¢ao, as amostras foram
percoladas em Sephadex G-200, previamente entumescido com égua -
durante tres dias e entao equilibrado com tampao acetato pH 5,5
e 0,05M. A coluna foi caracterizada quanto ao volume de vazao -

aﬁravés do uso de Blue Dextran 2.000.

As atividades enzimaticas foram caracterizadas quanto
ao efeito do pH na reacaoc de hidrdlise de diferentes substratos,
dentro da faixa 2,0 ate 10,4. Os diferentes sistemas tampSes, -
Preparados segundo DAWSON et al (22),foram usados dentro dos li-
mites de sua agao tamponante : glicina/HCl, acetato de sodio/ac.
acético, TRIS/HC1, glicina/NaOH. O pH Otimo foi determinado pe
1la incubaggo.do sistema de reacao em diferentes valores de pH, -
sendo considerada a ativiaade relativa para efeito de comparaggo.'
A resistencia da estrutura proteica da atividade enzimatica fren
te a dlferentes valores de pH foi verificada atraves da pre-lncu
bagao da preparagao en21matlca com tampao 0,05M a diferentes va~
lores de pH, durante 60 minutos a 42C. A atividade enzimatica -
residual foi entao medida sob condigges otimas de temperatura e
pH. '

0 efeito da variagao térmica na reagao de hidrdlise do
dcido péctico foi verificado, dentro da faixa de O a 78°¢. TFoi
medida a velocidade da reaggo a diferentes temperaturas, e para
a determinacao da temperatura 6tima como um parametro operacional
foi utilizado o tempo de 30 minutos da curva de progresso da rea

950. A resistencia térmica da estrutura proteica da atividade en
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zimatica foi verificada pela pré-incubaggo da preparaggo contendo
enzimas a diferentesg temperaturas por curtos perlodos de tempo, 2a
pos 0 que a atividade residual foi medida sob condlgoes otimas de
PH e temperatura. A pre-lncubagao foi efetuada no pH otimo da ati

vidade enzlmatlca.

0 efeito da concentraggo do substrato foi verificado -
por incubaggo do sistema sob condigGes otimas de temperatura e de
pH. O substrato foi acido péctico e a determinagao da constante -

de Michaelis FToi efetuada pelo gsistema gréfico de Lineweaver-Burk.

0 efeito de cations mono e divalentes foi verificado -
dentro da faixa de concentrag¢ao onle nao havia interferencia com
o método de dosagem do agﬁcar redutor, séndo o sistema de reagao
constituido de 0,1 ml de preparagao de enzimas convenientemente -
dilufda, 0,1 ml de solug¢ao contendo cation, e 0,3 ml de acido p:g
tico tamponado a pH 6,0, com uma concentragao final do sistems -
tampao de 0,04M. TFoi determinada graficamente a concentraggo de
cations necessaria para causar um descréscimo de 50% na velocida—

de da reagio de hidrdlise.

0 efeito de agentes quelantes de metais, redutores e -
oxidantes foi pesquisaao semelhantemente ao efeito de cations. Fo
ram usados os compostos acido etilenodiaminotetracético (EDTA), -
8 ~ hidroxiquinolina (pHQ); Acido dietilcarbamico (DIECA), ciane-
to de potassio (KCN), p - hidroximercuriobenzoato de s6dio (pHMB),
acido monoiodoacetico e amida correspondentes (IAA), cisteina
(Cys) e n - bromosuccinimida (nBSI) dentro da.faixa de concentra—
¢ao onde n3o havia interferencia com o método de dosagem do . agu-

car redutor.
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Os produtos da degradag@o enzimatica do acido pectico,
bem como de pectina e outros polissacarfdiOS, foram caracteriza~
dos por cromatografia em papel, tendo sido usados os dois siste-
mas de solventes anteriormente descritos (pg.20). Os sistema de
reacao era incubado da forma usual e 50 ul do meio de reagao fo
ram aplicados em papel Whatman n® 01. Ap6s desenvolvimento dos
cromatogramas, os agﬁcares acidos foram revelados com azul de -
bromofenol e depois de ter sido marcada a posiggo dos mesmos, os
cromatogramas foram revelados pelo procedimento de TREVELIAN et
al (74) Os cromatogramas que visavam a caracterizacao cromato
graflca de produtos de reagao de hidrolise dos polissacaridios
neutros foram simplesmente revelados por esse ultimo procedimen
to. Como padroes para as cromatografias foi sempre utiligzado o
monossacaridio considerado como principgl constituinte da macro
molécula, e no caso de acido péctico, foi usado também um hidro
lisado par01al de acido pectlco com acido trlfluoracetlco 1N
a 10090 por 7 horas. Para efeito de comparagao, foram calcula-
dos 0s valores de R¢ para todas as manchas referentes a aguca -
res, e a percentagem de migracao em relagao ao monossacaridio -

considerado como padrao, expressa como Rmono'

0 grau de hidrolise alcangado pelas diferentes prepa
ragses enzimaticas frente a-acido péctico foi calculado pela -
dosagem de agqicares redutores pelo metodo de AVIGAD (03) apos
diferentes tempos de reaczo. 0 teor de agucar total foi compa~
rado com o teor de agﬁcares redufores apés hidrélise, resultqg

do o percentual de hidrolise alcangado.
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CAPTTULO 4

RESULTADOS

~ . o Ly .
Producao de enzimas pectinoliticas

A produggo de enzimas pectinoliticas foi pesquisada
durante o crescimento do miérorganismo em meio semi-so6lido. A
degradagao de pectina pelas atividades enzimaticas pPresentes
no extrato aquoso do meio de cultura_foi'verificada em dife -~
rentes tempos de crescimento, tendo sido observado o maximo —
de atividade em torno do 62 dia. Foi observado também, que a
pos a produgao, as atividades enzimaticas mantiveram-sge num
nivel relativamente constante, entre o 52 e 82 dia de cresci~
mento, A capacidade de maceragao de tecido.vegetal foi medi .
da siﬁultaneamente ’ teﬁdo sido constatado um maximo de ativi
dade no 42 dia de crescimento do microrganismo. Estes resul-

tados encontram-se ilustrados na figura 01,

Caracterizacao da atividade pectinolitica no extrato bruto

A atividade galacturonosidasica foi caracterizada
quanto ao efeito do pH, tendo sido determinado o pH otimo de
6,0 e uma sensibilidade bastante acentuada frente a pH inferio

res a 5,0 (figura 02). Os estudos referentes 3 influtncia da
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temperatura revelaram um sistema pectinolitico relativamente
termolabil na auseéncia do substrato, com uma meia~vida de
10 minutos a 312¢. Em presenga do substrato, a temperaturs -~
otima foi de 502C, mesmo para tempos prolongados de reagao.
Os resultados com relagao a temperatura otima para a hldroli
se enzimatica do acido pectlco e a resisténcia térmica da es
trutura proteica da atividade enzimatica acham—szse ilustrados
na figura 03,

.

Apesar de apresentar uma velocidade inicial bastqﬂ
te semelhante, apos alguns minutos de reagao a hidrolise do
acido péctico se torna mais acéntuada do que a'de pectina de
ambas as fontes, limao e cafe. A curva de progressoe da hidr5
lise de substancias peCulcas acha--se expressa na figura 04,
demonstrando nitidamente o efeito da eoterlflcaan do substra
to na velocidade da reagao. A analise cromatografica dos pro
dutos indica acidos mono e oligogalacturanicos, de conformi@g
de com os resultados apresentados na tabela 01 e ilustrados -

no cromatograma 01,

A atividade pectinesterase, embora tenha sido pes -
quisada sob diferentes condigoes e metodologia, nao foi encon
trada no meio de crescimento . O mesmo ocorreu com a ativida-
de transeliminase, que foi pesquisada em diferentes valores
de pH e com diferentes substratos, como pectina, acidos pec@i

. » - » -
nicos e acido pectico.

Outras atividades hidroliticas no extrato bruto

No extrato bruto foi constatada a presenca de atiqi
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dades capazes de degradar amido, CM-celulose, xilano e arabano,
0 pH otimo para cada reagao enzimatica foi definido, conforme -
ilustram as figuras 05,06,07 e 08 e a curva de progresso da
reagao de hidrolise foi seguida. Os produtos de hidrdlise foram
caracterigados drqmatograficamente, estando os resuitados expres

S80s na tabela 02 e ilustrados no cromatograma 02,

A hidrdlise enzimética de maltose e celobiose foi cons
tatada cromatograficamente em diferentes valores de pH, tendo -

ocorrido numa ampla faixa de pH, de 4 a 9,

A atividade proteolitica foi determinada em diferentes
valores de pH, sendo que o maximo ccorreu a pH 7,0 e ag ativida-

des relativas a pH 4,0 e 9,0 foram 35% € 70%,respectivamente.

. . ~ N . - L.
Purificacao da atividade vectinolitica

I'd
a) Comvortamento frente a trocadores de 1ons

A preparacao enzimética, dessalinizada, foi ﬁercolada
em coluna contendo celulose trocadora de fons, tendo sido fra -
cionada em dois tipos: aquela atividade enzimatica gue ¢ adsor-
vida em CM-celulose (designada CH). e aquela adsorvida em DEAB-
celulose (designada DE). O comportamento cromatografico da pre
paragao bruta frente a ambos os tipos de celulose acha-se ilug
trado nas figuras 09 e 10. A figura 11 ilustra o fracionamento
obtido apds eluigao das proteinas adsorvidas em CM-celulose, -
com um gradiente de NaCl, indicando 5 presenca de wuma enzima

capaz de degradar acido péctico. A figura 12 ilustra o fracioqg
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mento das proteinas adsorvidas em DEAE~celulose, apés idgntioo
tratamento. Foram separadas duas atividades enzinmaticas capazes
de degradar acido péctico, uma eluida com Q,13 M de NaCl e outra

com 0,24M.

b) Comportamento cromatografico em Sephadex G—200

Apds dessalinizagio e liofilizagao, as fragdes obtidas
anteriormente fora@ dissolvidas em volume minimo e aplioédas se
baradamente em coluna contendo Sephadex G200 equilibrado com -~
tampao acetato 0,05M pH 5,5, A filtragao em gel e ilustrada‘na
figura 13, evidenciando uma diferenga de tamanho molecular entre
0s dois tipos de enzimas separados por técnicas de troca ionica: -
a atividade (CM) ¢ menor, apreséntando um volume de exclusao da
ordem de 2,12 enquanto que ambas as atividades (DB) s3o muito =

grandes, com volumes de exclusio de aproximadamente,l,z e 1,3.=

k3 » ~ -
¢) Purificac2o e provriedades

A purificagao das diferentes atividades enzimaticas
constatadas € sumariszada nas -tabelas 03 e 04, A purificagao da
atividade enzimatica (CM) foi feita a partir do extrato bruto
tratado com DEAE-celulose pH 5,5 e 0,05M, enquanto que a da ati
vidade enzimatica (DE) foi feita a partir de extrato bruto tra~
tado semelhantemente como Cll=-celulose. As fragses purificadas -
demonstraram estar isentas de atividades enzimaticas anterior -
mente constatadas no extrato bruto, nas condigoes descritas. A
purificagao fpi de 54x para a atividade (CM) e da ordem de 30x

para as atividades (DE).
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Atividade enzimatica CM

As condigoes de pH e efeito da concentragao do acido
pectico na velocidade da reagao foram pesquisados. A figura 14
ilustra os resultados com relagao ao pH otimo para a'fraggo cM
e a figura 15 apresenta os resultados com relagao ao efeito da
concentragao do substrato, sob a forma dos convencionaig gréﬁi
cos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk., O Km encontrado -

foi 0,12% nas condig¢oes descritas.

. - - ’ - (3 » I3
A atividade enzimatica CM demonstrou maior atividade
’ - » - Ny 3 . - ”~
frente ao acido péctico do que a pectina, hidrolisando-o ate -
-~ rd I'd .
monomeros, dimeros e trimeros. Quaado pectina era o substrato,
-~ . B L oo .
a presencga de tetrameros e oligogalacturonidios maiores se fez
notar no meio de reagao, conforme indica a tabela 05 cujos da-
~ . - « . 3 ) (3 i 3
dos sao ilustrados na cromatografia 03. A atividade enzimati—
. . . .. ., oL .
Ca conseguiu despolimerizar rapidamente acido pectico e pecti-

- »
na isolados de cafe.

Atividade enzimatica DE

O efeifo,do. pH na hidrdlise do acido péotico pelas
duas engimas fracionadas em DEAE-celuloge foi pesquisado, e
as figuras 16 e 17 ilustram os resultados obtidos. A enzima
DE-1 apresenta um pH étimo entre 6,0 e 6,5 enquanto que a enzi
ma DE-2 apresenta um pH otimo de' 6,0. Os valores s20 muito se—
melhantes entre si e comparados com a atividade enzimatica CcHM,
tambem. As figuras 18 ¢ 19 indicam o efeito da concentragao -

do substrato na velocidade da reagEo, com resultado bastante -
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semelhantes, tanto no que diz respeito a inibigao da atividade
enzimatica por excesso de substrato, quanto aos valores encon-
trados do Km, 0,019% e 0,022, respectivamente para as enzimas

DE~1 e DE-2.

A atividade enzimatica DE demonstrou atividade frente
ao acido péctico e pectina, sem preferencia éignificativa, hi ~
drolisando ambos os tipos de substratos com a liberagao de oli-
gossacarfdios, conforme indica a tabela 06 cujos dados sao ilqg
trados no cromatograma 04. Os dados referem-se as duas enzimas
DE, cujos resultados foram semelhantes., A atividade enzimatica
DE conseguiu despolimerigzar taﬁbém 0s substratos isolados de

frutos de cafe,
A tabela 07 e 08 indicam o efeito de cétions e alguns

inibidores de enzimas ‘na hidrdlise do acido péctico a pH 6,0 Pa.

ra as tres enzimas fracionadas.
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TABELA O1 Analise cromatografica dos produtos de hidrdlige

. .. ., » .
enzimatica do acido pectico pelo extrato bruto.

ac. gal
ne etttk kel X R
Ac.D-gal Lcido pectico

hidrolisado controle limao café
1 1,0 1,0 -0= 1,0 1,0
2 ~-0— . 0,5 =0 0,49 0,51
3 ~0— 0,25 -0 0,25 0,25
4 -0 0,12 -0 -0 -0
5 -0~ 0,07 e —~Ow e

TABELA 02 Analise cromatografica dos produtos de hidrdlise

s . . r P
enzimatica de diferentes pollssacarldlos.

AMIDO ClM~CELULOSE XILANO ARABANO
Rf Rglc Rf Rglc Rf_ nyl Rf Rara
0,39 1,0 0,39 1,0 0,46 1,04 0,42 1,02
0,26 0,67 0,34 0,77 0,32 0,78
0,15 0,38 0,27 0,61
0,11 0,28 0,12 0,27
0,05 0,13 0,06 0,14
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TABELA 03 Resumo da purificagao da poligalacturonase (cM) a partie

do extrato aquoso dessalinizado tratado com DEAE-celulose.

Tratamento Volume Enzima Unidades Proteina Atividade Purific)
(ml)  (U/ml)  totais (mg/ml) Especifica
Extrato 1.000 0,128 128 1,26 0,102 1,0z
aquoso .
CH-celulose 100 0,582 58,2 0,53 1,10 10,8 ix
Sephadex .
200 120 0,08 10,32 0,015 5,55 54,4 x

TABELA 04 Resumo da purificaggo da poligalaciuronase (DE) a partir

do extrato aquoso dessalinizado tratado com CM~celulose.

Tratamento Volume Enzima Unidades Proteina Atividade Purific.
(m1) (U/ml) totais (mg/ml) Egpecifica

Extrato " 300 0,189 56,80 1,25 0,15 1,0x
aquoso ‘
DEAE;celulose

12 pico (DE-1}] 150 0,085 12,75 0,21 0,40 2,68x
2?2 pico (DE-2)Y 300 0,048 14,40 0,08 0,60 4,0 x
Sephadex \

=200 (DE-1)] 30 0,34 10,20 0,083 4,10 2T43x

(DE-2) 30 0,35 10,50 0,077 4,55 30,3x
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TABELA 05 Analise cromatografica dos produtos de hidrolise

- (4 - -~ 3 * 3
enzimatica de substancias pecticas, isoladas de

limao e de café, pela poligalacturonase (CM),

ac.gal.
ne ™ R S e e e e e e = e e = e o e e - - - . —
Ac.D-gal Lcido pectico . i Pecfina
hidrolisado controle limao café 1limdo cafe

1 1,0 .1,0 - 1,0 1,0 1,0 1,0

2 -0 0,5 -0~ 0,5 0,5 0,5 0,5

3 —0- 0,25 -0~ 0,25 0,25 0,25 0,25

4 -0 0,12 —0- =0~ «~0- 0,10 0,10

5 ~o- 0,07 ~0= =0~ -0= (#) (&)

TABELA 06 Analise cromatografica dos produtos de hidrolise

. » 3 » . 5 3 . L3 r~
-enzimatica de substancias pecticas isoladas,de limao

e de cafe, pela poligalacturonase (DE).

ac.gal.
Ac.D-gal £cido péctico Pectina
hidrolisado controle limao cafe 1imao cafe
1 1,0 1,0 -0- 1,0 1,0 1,0 1,0
2 =Q= 0,5 =0~ 0,5 0,5 0,5 0,5
4 -0 0,12 Q= 0,12 0,12 0,12 0,12
5 -0~ 0,07 -o- (+) (+) (¢) (o)
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TABELA 07 Efeito de cations na hidrdlise enzimatica do acido

péctico a pH 6,0,

- log (cation) 509,
CATION S T e e, r r cr r .. — .- -
(cn) (pE-1) (DE-2)
Ag‘NO3 -0 4,3 397
BaClz 2,6 2,7 3,7
Ca012 3,8 3,1 3,5
00012 3,1 3,9 2,7
Cuso4 4,3 5,0 5,0
KC1 e . o ~0~
Mg012 -0~ 243 -0
1nSO 2,6 4,2 3,9
NaCl O : . =0~ ~O~
Niso 3,3 33 2,7
Pb(cﬁ €00) 3,6 “ 4,2 4,8
Zn(CH3COO)§ 3,1 - 4,0 . 3,0

Obs.: Os dados acima referem-se a concentraqao de cation necessa
rla para causar uma diminuigzo de 50% na velocmdade da rea
¢20 enz1mat1ca.

TABELA 08 Efeito de inibidores de enzimas na hidrdlise do acido .

pectico a pH 6,6.

ATIVIDADE RELATIVA(%)
(cn) (DE-1) (DE-2)
Nenhum 100 : ' 100 100
EDTA,1mM 100 144 187
pHQ, 1mM 100 160 100
DIECA,1mM 100 120 145
KCN,1mM 92 95 20
PHMB, 1mM 85 50 100
IAA,1mM 93 94 95
Cys,1lmM 100 250 210
nBSI,1mM 0 0 12
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DISCUSSRO

A constataggo da presenga de diferentes polissacari@a
Ses no extrato aquoso do meio de cultura explica o répido e

abundante crescimento de Fusarium oxysporum Schlecht.ex . Fr. em

3 ." 3 '- o .
melo semi-solido, constituido de farelo umido. As atividades -
. 4P . N .
capazes de degradar polissacaridios vegetais, em especial a ami
’, . . . . e ~
lolitica, proporciona ao microrganismo em estudo a utilizagao -
de farelo de trigo e arroz como um excelente substituto a meios
. ™ -’. o & ’- .
de composi¢ao quimica definida, barato e de facil manuseio. Ade
quadamente utilizado, este meio tem sido usado com exito na pro-
dugao de enzimas extracelulares, proporcionando extratos aquo -~

s80s com atividade en21matica concentrada.

As atividades capazes de degradar amido, xilano, ara-
bano e celulose fqram constatadas no meio de crescimento e abﬁg )
sentaram maior capacidade hidrolitica em condigoes écidas, re -
sultados compat{veis com alguns anteriormente publicados (07,14
16) e com o metabolismo de fungos de um modo geral. A presenga
de oligossacaridios como produtos de hidrdlise de amido e de
xilano indicam a atividade endo-enzimética, com o rompimento 2
parentemente aleatdrio das ligagoes glicosidicas. A atividade -
celulolitica demonstrou ser exo-hidrol{tica, tendo em vista o

aparecimento de glucose como unico produto da degradacgao de
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CM~celulose e a acentuada hidrolise de celobiose pela preparagao
bruta, entre pH 4,0 e 9,0. A presenca de atividade celulolitica

se fez notar tambem pelo répido enfraquecimento de membranas usa
das rotineiramente para diélise, causando um arrebehtamento em
menos de tres horas, a 42C., A constataggo dos diferentes produ -
tos de hidrolise sugere que as atividades enzimaticas presentes

no meio de cultura sejam capazes de_dégradar os polissacar{dios,

reduzindo drasticamente a sua estrutura molecular.

A presenga de enzimas pectinoliticas no extrato aquoso
do meio de cultura confirmou a capacidade do microrganismo de
degradar substancias pécticas,hinicialmente evidenciada pelo -
crescimento do fungo em meio contendo pectina como fonte de car-
bono. A atividade pectinolftica manteve-se num nivel relativa —
mente constante durante o tempo de crescimento pesquisado, apés
o infcio da produgao. Fato semelhante foi verificado ocorrer com
uma Cultdra dé Fusarvium sp. isolado de frutos de café,mas culti-
vado em meio liquido com agitagao (8l). Apds quatro dias de
crescimento, és atividades pectinoliticas podem ser recolhidas
do meio de cultura sem muita variagao de concentragao, o que 6
particularmente intefessante em terﬁos de broduggo de enéimas. 0
método empregado para a constataggo da atividade enzimatica nao
especifica o tipo, mas determina todas aquelas capazes de reduzir
0 peso molecular do substrato, no caso, esterificado. A redugao
do peso molecular pode ser dréstica, se estiverem presentes enzi
mas despolimerizantes do tipo endo, ou suave, se forem do tipo
£ex9. Tendo em vista o caracter péctico das substancias que mant ém

as celulas de tubetculo de batata agregadas (54), a atividade de
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maceragao deve estar tambem relacionada a atividade pectinoli-—
tica. Diversos trabalhos confirmam esta hipotese, em diferentes

tecidos vegetais (04,05,13,25,30,40,76).

A atividade pectinolitica presenie no extrato aquoso
foi pesquisada com diferentes substratds, com a finalidade de
serem detectadas todas as enzimas eventualmente presentes. A
degradaggo enzimatica do acido pectico demonstrou preferencia
por condigSes levemente écidas, resultados compativeis com ou-
tras ﬁublicagSes (O6,25,57,76),embora existam algumas ativida-
des pectinolfticas que breferem condigSes acentuadamente mais
acidas (08,61,70). A hidr61isé de pectina demonstrou semelhan
te cdmporfamento frente a variagSes de pH, sendo entretanto me
nos acentuada que a do acido péctico. A temperatura dtima de
502C, mesmo para tempos mais longos de reacgao, evidencia o co
nhecido efeito estabilizante do substrato na estrutura protei-
ca da enzima. Apesar de ocorrer en temperaturas bem baixas,
a degradagao do acido péctico foi mais vigorosa a SOQC e a en~
zima continuava ativa mesmo apds algumas horas de reaggo, 0 -
que era possivel de ser observado pela adicao de mais substra—
to ao meio de reagao. A atividade enzimatica foi caracteriza-
da como endo-poligalacturonase tendo em vista os oligossacari-
dios acidos presentes no meio de reacao. A incapacidade de hi
drolisar acido digalacturanico, evidenciada pela presenca cong
tante deste composto no meio de reagao, sugere a ausencia de
atividade exo-poligalacturonase. A aggo enzimatica frente a
substratos isolados de café e de limao demonstra uma répida -
despolimerizagao de todos os polissacarfdios, acentuando-se a

-~ ~ 3 . . 3
preferencia por substratos nao esterificados logo nos primeiros
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minutos de reaggo. Este tipo de comportamento e tfpico de poli-
galacturonases (41) e sugere um baixo teor de pectinesterase no
meio de reagao. Realmente, a atividade pectinesterase foi consi
derada ausente, resultado ja anteriormente citado a respeito de
outras culturas de Fusarium (06) bem como de outros microrganis-
mos (78). Da mesma forma, a atividade pectina~liase nao foi en-—

contrada, a semelhanca de relatos anteriores (11,78).

0 fracionamento do sistema pectinolitico por teécnicas
de trdca idnica levou a otengao de dois tipos de poligalacturo~
nases de cargas opostas; A adsorgao de poligalacturonases em CM
celulose, nas condigoes empregédas, e razoével, tendo em vista o
caracter ﬁolianisnico do substrato preferido pela enzimave a c¢a
racteristica geralmente basica de poligalacturonases purificadas
(76). A adsorggo de poligalacturonases em DEAE~celulose, sob -
identicas condigseg, pode ser explicado pela existencia de outra
entidade enzimatica de carga negativa semelhante aquela produzi-

da por Aspergillus niger e citada per WANG & KEEN (76) ou asso-

ciada a carboidratos polianionicos como acido pécﬁico (32,71).
Mesmo apés a purificacio, ambos os tipos de atividades, CM e DE,
continuaram com o mesmo comportamento frente a trocadores ce fong
sugerindo. a permanencia do caracter positivo ou negativo da moyé
cula.

0 comportamento demonstrado pelas preparagSes enziméti
cas frente a Sephadex G-200 evidencia uma diferenga de tamanho -
molecular, sugerindo um elevado peso molecular para as poligalac
turonases do tipo DE, o que é compativel com uma associaggo mna -

cromolecular envolvendo enzimas e carboidratos (32,71).
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" As enzimas encontradas demonstraram constituir um sis
tema pectinolftico capaz de hidrolisar acido péctico rapidamen-
te, tanto em baixas quanto em elevadas concentracdes de substra
to: as poligalacturonases do tipo DE apresentaram élevada atiqi
dade frente a.baixas concentragoes de acido pectico e marcada -
inibiggo frente a elevadas concentragges, condigoes nas quais a
poligalacturonase tipo‘gﬂ.é bastan?e'ativa. .O valor da constan
te de Michaelis,rembora dificil de determingr porrrazaés pr;ti;
cas, foi encontrado ser 0,12% para a atividade CH, a semelhanca
daquele encontrado por WANG & KEEN (76) da ordem de 0,15% para

a endo-poligalacturonase de Verticillium albo~atrum. Os valores

encontrados para as enzimas DE-1 e DE-2 sao mais proximos Aque-~
les citados por JANSEN & MACDONNEL (41), de 0,03% e por TRESCOT
& TAMPION (73), de 0,042,

A reagao de hidrdlise do acido pectico foi narcadamen
te alterada pela presenc¢a de cations divalentes, o que é razoa-
vel tendo em vista a formaggo de complexos insoluveis com 0 subg
tratoialém dd processo provével_de inibigao enzimética. 0 pro -
cesso de medida da velocida da reagao era sensivelmente influen-
ciado pela presenga de cétions, razao peld aqual, em algunsicasos,
apenas uma pequena faixa de concentraggo podia ser pesquisada.
Agentes quelantes foram eficientes em proporcionar condigSes de
maior atividade, confirmando os fatos observados com cations.
Particularmente as enzimas do tipo DE mostraram—se mais ativas
em presenga de quelantes, como EDTA e DIECA, a uma concentragao

de 1 mM,

Assim como o extrato bruto, todas as fragoes purifica
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das demonstraram capacidade de hidrolisar substancias pécticas
isoladas de 1imao e de cafe. Os produtos de hidrolise foram -
em todos os casos agﬁcares de pequeno peso molecular, mais so
luveis que o polissacaridio que lhes deu origem. A hidrdlige
vigorosa, atingindo um nivel de 40% em questao de minutos, su-
gere uma acentuada modificagao no polissacarfdio, com reducao
consideravel do peso molecular, o que'é evidenciado pela pre -
sencga apenas de dligossacar{dios peéuenos no meio de reé¢§o[

A preparaggo DY demonstra a prefergncia por substratos de maior
grau de polimerizagao, a julgar pela sua incapacidade de hidro-
lisar oligossacaridios menores que pentameros. 0 método esco;
lhido para dosagem dos agﬂbareé redutores foi aquele descrito
por AVIGAD (03), que nzo apresenta as inconveniencias da presen
¢a de substancias pécticas em meio alcalino, com provaveis disg-

torgoes dos resultados.

" As enzimas fracionadas tem, portantoc, o comportamento
F . . ’ . 2 .
tipico de endo-poligalacturonases, ativas frenie zo acido pecti
: . . . 2 S .~
€0, produzindo uma mistura de oligogalacturonidios em condigoes
s . . . ro . s
acidas e relativamente insensiveis a inibidores classicos de
. i o RO
enzimas (76). A capacidade de degradar substancias pecticas. de
. ™ » ~ » -
limao e de cafe, levando a obtengao de agucares de baixo peso
3 ’c ” . - -
molecular, mais soluveis, é particularmente interessante pois

indica a possibilidade de utilizacgao deste tipo de enzima , fa-

‘cilmente obtida 4, no processo de retirada da polpa do cafe.

- 61 -



2."‘

CAPTTULO 6

CONCLUSORES

Fusarium oxvsporum Schlecht.ex Fr., isolado de café, quando

N 3 L4 - ) ' Q L3 .
crescido em farelo umido produz diversas polissacaridases
extracelulares, entre as quais aquelas capazes de degradar

- . . . » -
amido, celulose, xilano e arabano, com atividade otima em

: 0 re -’ 3
condig¢oes acidas.

A atividade pectinolitica extracelular catalisa a hidrolise
de substancias pécticas isoladas de limao e cafe semelhante
mente, com a liberagao de oligogalacturonidios de baixo pe-
s0 molecular e marcada preferEncia por substratos nao este-—

rificados,

0 sistema pectinolitico demonstrou ser constituido de tres
endo-poligalacturonases, sendo uma delas adsorvida em CM —
celulose a pH 5,5 e as outras em DEAE~celulose, sob idgnti

cas condigoes,
Tanto nas fragoes purificadas quanto no extrato bruto foi

13 0 -~ - < 3
observada a capacidade de despolimerizar substancias pecti

cas de limao e de café, com maior atividade em pH 6,0.
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5.~ O crescimento do microrganismo em um meiobde cultura rela
tivamente barato e de facil manuseio, e a capacidade de
produgao de enzimas capazes de hidrolisar drésticamente -
polissacaridios reconhecidamente congtituintes da estru-—
tura de frutos de café,indica a possibilidade de sua-utis
lizagao no processo de retirada da camada mucilaginosa -

~ »,
que envolve os graos de cafe.
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