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RESUMO - A aplicacdo de enzimas em processos biotecnoldgicos e industriais € bastante ampla e
diversificada, abrangendo diversas areas, o uso de preparados enzimaticos mais puros e concentrados implicam
em maior rendimento na sua aplicagdo, pois concentracdes menores podem ser utilizadas. O objetivo deste
trabalho foi concentrar a enzima pectina liase (PMGL) de Aspergillus niger ATCC 9642 utilizando carvao
ativado como primeira etapa de um sistema de purificacdo. Fator de purificacdo de 4 vezes e recuperagdes acima
de 145 % foram obtidos com este método. O uso de carvdo ativado pode ser recomendado para uso industrial,

pois 0 método mostrou-se eficiente.
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1 INTRODUCAO

Pectinases comerciais sdo amplamente utilizadas na extracdo de sucos, porque elas degradam as
substancias pécticas, aumentam a quantidade de solidos sollveis e proporcionam a diminuicéo da viscosidade do
suco, promovendo assim a obtencdo de sucos limpidos e de boas caracteristicas sensoriais (KASHYAP et al.,
2001). Estudos sobre estratégias de concentragdo e purificagdo de enzimas que utilizem processos simples e de
baixo custo, mas que possibilitem alcancar altos fatores de purificacéo e recuperacdo da enzima, sdo importantes
do ponto de vista industrial (OOI et al., 2009; MACIEL et al., 2014). Desta forma, insere-se 0 objetivo deste
trabalho que foi a concentracdo da enzima pectina liase (PMGL) de Aspergillus niger ATCC 9642 utilizando

carvao ativado como primeira etapa de um sistema de purificacéo.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Bioproducéo de Pectinases

2.1.1 Micro-organismo

A cepa do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9642 foi agente biol6gico utilizado na
bioprodugdo de enzimas pectinoliticas por fermentacdo em estado sélido e foi cultivada em elernmeyer contendo
meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA, Merck), durante sete dias a 28 °C. Os esporos foram preservados

sobre refrigeracdo até seu uso, ndo excedendo o prazo de 60 dias.

2.1.2 Substratos Agroindustriais

A casca de laranja, género Citrus e variedade Valéncia (residuo da producéo de suco) e o farelo de trigo
foram obtida de comercial local (Erechim, RS). A &gua de maceragdo de milho foi cedida pela empresa Corn
Products Brasil. O residuo da casca de laranja foi previamento preparado, a semente e as partes internas da casca
(endocarpo) foram removidos manualmente. A casca (albedo e flavedo, umidade de 75 %) foi triturada em um
processador de alimentos. O farelo (umidade de 11 %) e a &gua de maceracdo (umidade de 56 %) foram
utilizados da forma adquirida.

2.1.3 Fermentacao em estado solido (FES)

A fermentacdo em estado sélido foi realizada em béquer de polipropileno de 500 mL, contendo uma
mistura composta por casca de laranja triturada (9 g), farelo de trigo (4 g) e agua de maceracdo de milho (7 g).
O béquer foi coberto com manta bacterioldgica e recoberto com folha laminada, esterilizado em autoclave
vertical (Phoenix, modelo AV 75) por 15 min a 1 atm e resfriado & temperatura ambiente.
Em seguida, uma aliquota de suspensdo de esporos (5,0 x 107) foi inoculada sobre a mistura de substratos. O
meio fermentativo foi incubado em camara de germinacdo (Tecnal, modelo TE 401) em temperatura de 30°C e
umidade relativa controlada por 84 horas. Ressalta-se, que para manter a umidade relativa e temperatura do meio

foi injetado ar imido saturado.

2.2 Concentracdo e pré-purificagdo com carvao ativado

O carvao ativado em p6 (Alpha, Brasil - LA 810) foi utilizado nas concentragdes de 1, 5, 10, 20, 40 e 60
g/L sendo utilizado para avaliar a eficiéncia na remogdo de compostos de cor, possiveis solidos suspensos e
proteinas. O extrato foi mantido em contato com o carvdo por um periodo de 30 min sob agitacéo orbital de 100
rpm a temperatura ambiente (x 23°C). Apos as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado para

andlise da atividade da enzima segundo Miller (1959) e da proteina segundo Bradford (1976).

2.3 Determinacdo dos parametros de purificagdo/concentracéo
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2.3.1 Fator de purificacdo

O fator de purificacdo (FP) foi calculado através da Eq. 1 (OOl et al., 2009; ANTOV E OMORJAN,
2009; MEHRNOUSH et al., 2011), sendo uma medida para acompanhar os sistemas de purificacéo.
A

Onde, Af = atividade especifica da enzima da fase (U/mg); Ai = atividade especifica do extrato bruto inicial

FP @

(U/mg) (extrato bruto antes do equilibrio de fases (SAB) ou da precipitagao).
2.3.2 Recuperacdo da enzima

A recuperacdo (R) da enzima foi calculada pela Eq. 2 (OOl et al., 2009; ANTOV E OMORJAN, 2009;
MEHRNOUSH et al., 2011).

A; xV
R=_f""F

A x

x100 @

i
Onde, Af = atividade total do extrato enzimatico da fase (U/mL); Ai = atividade total do extrato bruto na

alimentacdo (U/mL); Vi = volume inicial do extrato bruto adicionado em mL; Vf = volume da fase em mL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados do fator de purificacéo e recuperacdo da enzima PMGL.

Tabela 1. Fator de purificagdo e recuperacao da enzima PMGL.
PMGL

Ensaio | Carvéo | FP R

(9/L) (%)
1 1,59 | 145
5 2,38 | 182
10 291 | 191
20 4,26 | 199
40 8,31 | 209
60 15,89 | 213

| o1l Bl Wl N -

Os resultados mostram que com o aumento da concentracdo do carvdo ativado houve aumento no fator
de purificacdo e na recuperacdo da enzima PMGL. O ensaio que obteve o melhor resultado foi o ensaio 6, o qual

obteve fator de purificacdo de 15,89 vezes, utilizando 60 g/L de carvao ativado. Recuperacfes de 145 a 213 %
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foram obtidas utilizando o carvao ativado como precipitante, mostrando que o método de precipitacdo é eficiente
na pré-purificacdo da enzima em estudo.

Valores de recuperacdo da enzima superiores a 100 %, possivelmente, podem ser atribuidos a dois
motivos: i) ha remoc¢do de metabdlitos ou metabdlitos secundarios durante a purificacdo, que inibem a atividade
da enzima, e ii) a elevada concentracgéo de sal e/ou proteina, os quais ajudam a manter a conformacéao da proteina
na forma ativa (PAN et al., 2001).

Dey et al. (2014) observaram alta purificagdo de poligalacturonases, 38,4 vezes, com recuperagdo de
69,8 % da atividade apds o tratamento da solucéo pectinolitica com 10 g/ml de carvéo ativado. Nakkeeran et al.
(2010), utilizando 5 g/L de carvéo ativado, mostraram que 83 % de compostos corantes foram removidos sem
perda significativa de atividade de poligalacturonase.

4 CONCLUSAO

Os resultados mostram que com o aumento da concentracdo do carvdo ativado houve aumento no fator
de purificacdo e na recuperacdo da enzima PMGL, sendo possivel obter fator de purificacdo de 4 vezes e
recuperagdes acima de 145 %. O uso de carvéo ativado como primeira etapa de um sistema de purificagdo pode

ser recomendado para uso industrial, pois 0 método mostrou-se eficiente.
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