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INTRODUGCAO

As substancias pécticas sdo polissacaridios 4cidos de
elevado peso molecular que ocorrem praticamente em todas as
plantas superiores, onde se encontram principalmente sob a forma
de protopectina na lamela média'e membrana celular. Nos frutos
encontram-se dissolvidos nos espagos intercelulares. Seus principais
constituintes sdo 4cido D-galacturdnico e metanol. Muitas preparacdes
pécticas apresentam por hidrélise acida agiicares neutros como
D-galactose e L-arabinose.

O polissacaridio acido é constituido de cadeias formadas por
ligacOes glicosidicas alfa (1-4) entre os anéis piranosidicos de acido
D-galacturdnico. As hidroxilas dos carbonos C-1 e C-4 ficam assim em
posi¢do trans, axial, sendo portanto a pectina um trans (1-4)
polissacaridio de flexibilidade restrita. Os grupamentos carboxilicos
estdo parcialmente esterificados com metanol (1). Denomina-se
4cido péctico a cadeia ndo esterificada de acido poligalacturdnico,
enguanto que &cidos pectinicos podem ter diferentes graus de
esterificacdo (2).

Estudos realizados por HIRST et a/ (3,4,5,6,7) e BEAVEN
et alii (8) em materiais pécticos de vérias fontes levaram a concluséo
gue D-galactose e L-arabinose encontram-se sob a forma de
homopolissacaridios bem definidos, que acompanham o acido
péctico no processo de-extracdo.

A degradacdo enzimatica total de substancias pécticas requer
diferentes tipos de enzimas, como glicosidases e esterases, produzidas
por muitos microrganismos sapréfitas ou patogénicos que desintegram
tecidos vegetais. S3o também encontradas em plantas superiores onde
sao responsaveis por varias transformacgtes fisiologicas. Estas enzimas
tém sido estudadas nos Gltimos anos devido a sua grande aplicagcdo
industrial, e tém sido assunto de revisdes bibliogréficas realizadas
por LINEWEAVER et a/ (2), KERTESZ (9) e DEUEL et a/ (1).

O desenvolvimento do estudo das enzimas pécticas
demonstrou ser intimamente dependente do conhecimento das
estruturas de substancias pécticas, tendo sofrido influéncias marcantes
das diversas teorias (10). A nomenclatura das enzimas e das
substancias pécticas tem sido bastante instavel também por esse
motivo. Entre as enzimas pécticas encontram-se aquelas que hidrolisam
ligagOes glicosidicas alfa (1-4) entre residuos de &cido D-galacturdnico,
denominadas poligacturonases, e as que liberam metanol da molécula
esterificada de &cido poligacturdnico, denominadas de pectinesterases (2).

A atividade hidrolitica para as ligacOes glicosidicas alfa (1-4)
do &cido péctico foi descrita pela primeira vez em cevada em
germinacdo por Bourquelot e Hérissey, tendo sido denominada de
pectinase, nome esse usado atualmente para designar preparacoes
enzimaticas que contém misturas de enzimas (1,35,2).

EHRLICH (11) foi o primeiro a demonstrar, em 1917, que
0 4cido galacturdnico é liberado do &cido péctico por hidrélise, com
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enzimas produzidas por uma cultura de Penicillium ehrlichii.

HARTER et a/ (12), em 1922, verificaram que culturas de
Rhizopus tritici, R. nigricans, R. ortocarpi, R. chinensis e R.
microsporum produziam maior quantidade de poligalacturonase,
quando crescidas em presenga de pectina, tendo sido 0 mesmo
constatado por Ehrlich em relagdo a cultura de Penicillium
ehrlichii.

WASKMAN et a/ (13) verificaram que Fusarium sp.,
Penicillium sp., Aspergillus niger e Trichoderma sp., isolados do solo,
eram capazes de degradar poliuronides, liberando &cido
D-galacturdnico no meio de crescimento. A. niger demonstrou um
mecanismo de degradacao diferente dos demais, decompondo
rapidamente o 4cido galacturdnico a CO2, enquanto 0s outros
degradavam o &cido poligalacturdnico acumulando &cido
galacturdnico no meio, apenas com diferentes intensidades. A
atividade enzimética apresentada por Penicillium sp. demonstrou
marcada preferéncia por &cido péctico, e maior atividade entre
pH 4,0e 6,0.

Em 1939, MOTTERN et a/ (14) propuseram o método
enzimatico, para obtengdo de acido galacturdnico, a partir de
pectina citrica ou de maga. Com a utilizagdo de uma prepara¢ao
comercial (Pectinol 100 D), os autores obtiveram um rendimento de
25%, hidrolisando o 4cido péctico em pH 3,7 e 35.0 por dez dias, e
nao tiveram dificuldade em cristalizar o produto.

KERTESZ.(15) demonstrou, usando uma preparagao
comercial (Pectinol) de enzimas pécticas, que a atividade
enziméatica n3o devia ser medida pelo decréscimo da viscosidade,
tendo em vista que esta diminui muito mais rapidamente do que as
ligagOes glicosidicas sdo hidrolisadas. O simples aquecimento a 100.0
produzia uma pequena reducdo na viscosidade, embora ndo houvesse
hidrolise de polissacaridio.

FISH et a/ (16) verificaram a existéncia de outras atividades
enzimaticas na preparagao comercial (Pectinol A), como sacarase,
amilase, maltase, inulinase.

JANSEN et a/ (17), em 1945, demonstraram a influéncia do
contetido metoxilico do substrato na atividade enzimética produzida
por fungos. Os autores constataram pela primeira vez, apesar das
indicacdes de WASKMAN et a/ (13), que a poligalacturonase demonstra
maior atividade sobre acido péctico do que sobre acidos pectinicos, e
que os &cidos pectinicos preparados por agdo enzimatica s30 mais
sensiveis a poligalacturonase. Os autores sugerem que a enzima requer
pelo menos duas carboxilas adjacentes isentas de esterificacdo, fato
este proporcionado mais facilmente pela desesterificagcdo enzimaética
do que pela agdo de alcalis sobre pectina.

JANSEN et a/ (18) demonstraram em seguida que a acdo
conjunta de poligalacturonase e pectinesterase leva a uma hidrolise
da pectina com velocidade comparada a da hidrélise do 4cido



péctico, pela agdo da poligalacturonase. A adi¢do de pectinesterase,
purificada de fruta citrica, aumentou a capacidade hidrolitica da
preparagdo comercial de enzimas.

PHAFF (19) estudou a natureza adaptativa destas enzimas
produzidas por Penicillium chrysogenum, e verificou que, das 52
fontes de carbono testadas, seis proporcionavam excelente crescimento
e producdo de enzima: pectina, acido péctico, acido D-galacturdnico,
4cido mucico e goma tragacanth.

GAUMANN et a/ (20), em 1947, verificaram que Botrytis
cinerea produzia uma poligalacturonase de maneira constitutiva. O
fungo apresentou crescimento e producado de enzimas da mesma
forma, tanto em presenca de glucose como de pectina, mas em
presenca de ambos os substratos houve um sensivel aumento.

Os mesmos autores (21) estudaram a producdo de enzimas
pelo Aspergillus niger, verificando que este fungo produzia
poligalacturonase tanto na presenca como na auséncia de pectina.

LINEWEAVER et alii (22) purificaram poligalacturonases de
fontes comerciais (Pectinol) e demonstraram a grande especificidade
das enzimas por acido péctico, hidrolisado 5000 vézes mais
rapidamente que outros substratos.

BEAVEN et a/ (23) verificaram em Byssochlamys fulva a
presenc¢a de atividade enzimatica capaz de reduzir o peso molecular
de pectina sem liberar acido galacturdnico, ndao tendo sido observada
a presenca de poligalacturonases nem pectinesterases.

Entretanto, REID (24) examinou duas culturas de
Byssochlamys Fulva e verificou a producdo de enzimas pécticas quando
o fungo era crescido em meio adequado. Houve producao de
pectinesterase e poligalacturonase, e o autor presume que a falta
destas enzimas, sugerida por BEAVEN et a/ (23), seja devida a baixa -
atividade da preparacao. ’

HOLDEN (25) estudou a atividade enzimatica de varias
fontes comerciais e de Botrytis cinerea Pers and Fr., Aspergillus aureus
Nakasawa, Penicillium expansum Link e P. digitatum Sacc. frente a
diversos polissacaridios, entre os quais acido péctico, tendo sido
observado que as preparacOes comerciais apresentavam maior atividade
que as preparacdes obtidas dos micélios dos fungos.

JERMYN et al (26) estudaram as enzimas produzidas por
Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Aspergillus aureus, e
constataram que as enzimas produzidas por esse Ultimo sdo menos
ativas que as dos demais, quando comparadas as suas atividades frente
a pectina de baixo conteddo metoxilico. A preferéncia por pectina
apresentada pelas enzimas produzidas por B. cinerea sugere a presenca
de pectinesterase, além da poligalacturonase. A analise cromatogréfica
dos produtos de degradacao de pectina sugere que a enzima hidrolise
ao acaso, levando a obtencdo de diferentes oligouronides. Somente
apbs 96 horas é que o acido D-galacturdnico foi o Unico produto
encontrado.



Em 1952, ALTERMATT et a/ (27) estudaram a degradacdo
enzimatica do acido péctico, utilizando uma preparagdo comercial
(Takamine Lab. Inc.). A atividade foi determinada por diminuigdo
de viscosidade e por dosagem de grupamentos redutores. Os produtos
de degradacdo foram cromatografados e caracterizados como &cido
galacturonico, &cido digalacturdnico e &cido trigalacturdnico. Tragos
do tetramero e do pentamero foram também encontrados nas
cromatografias. Os autores isolaram do meio de incubagdo o 4cido
digalacturdnico e o 4cido trigalacturdnico, e posteriormente (28), o
acido tetragalacturdnico.

SOLMS et alii (29) estudaram o mecanismo de degradagdo do
acido pectinico e do 4cido péctico pela mesma preparagdo comercial
(Takamine Lab. Inc.), e verificaram que a degradacao dependia do grau
de esterificagdao do substrato, semelhante ao efeito encontrado por
JANSEN et a/ (17). A degradagdo do 4cido péctico levou a obten¢ao
de oligouronides como o observado por ALTERMATT et a/ (27),
sendo que a pectina foi hidrolisada mais lentamente, acumulando
moléculas maiores.

SCHUBERT (30) constatou a presenga de quatro
poligalacturonases no meio de cultura de Aspergillus niger, que
foram diferenciadas por sua estabilidade a temperatura e pH, bem como
por adsor¢do em caolim. O autor as denominou de poligalacturonases
A B, CeD.

AYRES et alii (31) verificaram que a cultura de Aspergillus
foetidus v. Thom and Raper produz enzimas pectoliticas diferentes
se 0 meio de crescimento foi sdlido ou liguido. No primeiro caso a
preparagdo enzimatica degrada &cido péctico até oligouronides e
&cido galacturdnico, com um pH 6timo de 4,5. No segundo caso, héa
degradacdo somente até oligouronides, com um pH 6timo de 5,3.
Quando as enzimas foram produzidas em meio liquido, foram
encontradas pelo menos duas atividades diferentes: uma que degrada
&cido péctico e pectina até oligouronides em pH 5,3 e outra que
atua sobre acido péctico e oligouronides ndo metilados, degradando
também &cido digalacturdnico e acido trigalacturdnico, em um pH
6timo de 3,5.

ROBOZ et alii (32) purificaram do meio de cultura de
Neurospora crassa, uma enzima cuja agdo independia do grau de
esterificagdo do substrato, e que apresentava um pH 6timo de 5,5 a
6,0. Com um mecanismo diferente de enzima comercial (Pectinol),
diminuiu a viscosidade do substrato, hidrolisou 30% das ligagOes
glicosidicas e levou a obtencdo de oligouronides. Os autores sugeriram
0 nome de pectina ou &cido péctico despolimerase para esta atividade
enzimatica.

Na mesma época, SEEGMILLER et a/ (33) obtiveram, de uma
preparagdo comercial (Hidralase), uma atividade enzimatica com
caracteristicas semelhantes a despolimerase ja descrita por ROBOZ
et alii (32). A enzima diminuiu a viscosidade de pectinas de véarias



fontes e liberou D-galactose e L-arabinose no meio de incubagao.

MCREADY et al (34) purificaram uma poligalacturonase de
fonte comercial (Pectinol 100-D), e determinaram a atividade
enzimatica pela liberacdo de acucar redutor no meio de incubagao.

Esta enzima foi capaz de efetuar a completa degradacéo de acido
péctico até acido galacturdnico, sendo que dimeros e trimeros desse
acido eram hidrolisados com menor velocidade. Apesar da
purificagdo realizada, ndo se pode excluir a possibilidade de existirem
duas enzimas na preparac3o. ‘

SCHUBERT (35) estudou o efeito do pH na atividade
enzimatica de duas preparacOes comerciais (Pectasin A e Pectinex) e
do filtrado do meio de cultura de Aspergillus niger, na degradacao de
pectina de vérios graus de esterificacdo. Pectinex apresentou
diferentes pHs 6timos, quando foi usado como substrato a pectina
com diferentes graus de esterificacdo: Q autor denominou beta-
poligalacturonase a enzima de pH 3,5 com especificidade por pectina
de menor grau de esterificacdo, e alfa-poligalacturonase a enzima de
pH 6timo 5,5 ativa sobre pectina mais esterificada. Pectasin A
apresentou resultados semelhantes, tendo sido observado mais um pico
de atividade enzimética em pH alcalino, A enzima foi denominada
de gama-poligalacturonase, e o autor observou que atividade enzimatica
em pH alcalino somente havia sido observada em enzimas de fontes
bacterianas.

BROOKS et a/ (36), trabalhando com a preparacéo S de
Aspergillus foetidus v. Thom. and Raper (31), conseguiu uma fragao
relativamente termoestével (609; pH 5,3; 20 min.) que parece ser a
responsavel pela hidrélise de &cido digalacturdnico e &cido
trigalacturdnico. A fracdo com estas caracteristicas denominaram
fragdo gama, que foi também encontrada em uma preparacao
comercial (Pectinol 100 D).

SAITO (37) trabalhou com Aspergillus niger, fungo que produz
uma enzima extracelular capaz de reduzir a viscosidade e outra capaz
de liberar grupos redutores em um meio de incubacdo contendo acido
péctico. A primeira, provisoriamente denominada poligalacturonase
depolimérica, era produzida de maneira constitutiva, demonstrou
preferéncia pelas cadeias sdo esterificadas e degradou o polissacaridio
ao acaso, produzindo oligouronides e acido galacturdnico como produto
final. Esta enzima purificada apresentou um pH 6timo entre 3,4 e
4,6 sendo mais estavel em pH 3,6. A segunda enzima, poligalacturonase
galacturogénica, com o mesmo pH 6timo, teve sua formacao induzida
pela presenca de substancias pécticas, liberou acido galacturdnico como
principal produto e degradou totalmente o &cido péctico em 120
horas, sugerindo que a degradacao fosse feita pela liberacdo de
mondmeros das pontas do polissacaridio.

Em 1957, PURR et alii (38) procuraram separar os
componentes enzimaticos de uma preparacao comercial de enzimas
pécticas (Pektinol K) em eletroforese. Conseguiram separar uma



gama-poligalacturonase que migrava em diregdo ao polo positivo, da
pectinesterase que migrava ao polo negativo, com grande de
contaminacdo de beta-poligalacturonase. Os autores verificaram que

a atividade de beta-poligalacturonase frente a pectina de baixo contetdo
metoxlico 'apresentava dois picos nao distintamente separados quando
reeletroforizada. Tendo por base e comportamento na ultracentrifuga,
especificidade pelo substrato, contelido em amino &cido, efeito do

pH e temperatura na atividade enzimatica e produtos de degradagao,

os autores concluiram que beta-poligalacturonase e gama-poligalacturonase
eram duas enzimas diferentes, com dois mecanismos de acdo distintos.
As enzimas sdo semelhantes as j& descritas por SCHUBERT (35),
salientando-se que a gama-poligalacturonase apresentava especificidade
por pectato de sodio.

DEMAIN et al (39) apresentaram um sistema de nomenclatura
basicamente dividindo enzimas pécticas em polimetilgalacturonases,
gue atacam preferentemente pectina a acido péctico, e
poligalacturonases, que degradam &cido péctico. As enzimas que
demonstram um mecanismo terminal de atague sao distinguidas pelo
prefixo exo, e as que apresentavam um mecanismo de hidrélise ao
acaso, pelo prefixo endo.

HUSAIN et a/ (40), em 1958, verificaram que, embora pectina
a 1% fosse excelente fonte de carbono para Cladosporium cucumerinum,
ndo atuava como indutor de poligalacturonase, em culturas com ou sem
agitagdo. A poligalacturonase produzida demonstrou ter preferéncia
por pectato de s6dio e um pH 6timo entre 5,0 e 6,0.

Entretanto, STRIDER et a/ (41) verificaram que esse fungo
cresceu bem em pectato de sddio, glucose e pectina citrica, apresentando
producdo de enzimas mais ativas no (ltimo caso.

DESHPANDE (42) demonstrou que Rhizoctonia solani Kuhn
produziu, entre outras enzimas pectoliticas, uma enzima que reduziu
consideravelmente a viscosidade de dcido péctico e pectina. Esta
despolimerase apresentou um pH 6timo de 4,0 quando atuava sobre
pectina e 5,6 quando o substrato era o pectato de sodio.

TUTTOBELLO et al (43) estudaram as melhores condictes
para crescimento do Aspergillus niger para producdo de enzimas
pectoliticas com alta atividade.- Quando crescido em meio contendo
sacarose e pectina, as preparacdes enzimaticas obtidas degradaram
completamente a pectina. Endopoligalacturonase apareceu mesmo na
auséncia de pectina.

MILL et a/ (44) purificaram, posteriormente, a
endopoligalacturonase extracelular de Aspergillus niger, 400 vezes, e
verificaram que o pH 6timo apresentado variava de acordo com o
método de determinacdo da atividade. Quando a atividade enzimética
foi medida por viscosimetria, apresentou um pH 6timo de 3,5 e 4,0
quando foi medida pela liberacdo de grupamentos redutores. Para a
hidr6lise de &cido trigalacturdnico a enzima apresentava maior
atividade em pH 4,7. A enzima demonstrou marcada preferéncia por
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4cido péctico e liberou oligouronides, caracterizados por cromatografia
em papel, sendo no entanto incapaz de hidrolisar acido digalacturonico.
A preparagdo enzimatica foi homogénea em eletroforese, e reduziu
rapidamente a viscosidade do substrato, liberando aclcares redutores
ao acaso, sem degradar completamente o substrato.

KUC (45) testou o aparecimento de enzimas de Cladosporium
cucumerinum Ell. and Arth. em varios meios de cultura, e constatou a
presen¢a de endopoligalacturonase, celulase e protease.

WINSTEAD et al (46) verificaram gue alguns fungos
causadores de antracnose em abdboras produziram poligalacturonase
com maior atividade quando crescidos em presenca de pectina.

FISHER (47) demonstrou que a producdo de enzimas
hidroliticas por alguns fungos fitopatogénicos pertencentes ao género
Fusarium n3o ocorre quando o microrganismo ¢é crescido em glucose,
mas sim em pectina. Os fungos foram cultivados com agitacao e as
enzimas obtidas ndo demonstraram preferéncia por pectato de sdédio
ou pectina.

KENN et a/ (48) estudaram o cardter da produgdo de uma
endopoligalacturonase por Pyrenochaeta terrestris, induzida pela
presenca de pectina, acido galacturdnico, acido péctico e dcido mucico.
O crescimento e a producdo de enzimas foram relativamente
proporcionais a quantidade inicial de pectina. Quando ao meio
contendo pectina foi adicionado glucose, observou-se que peguenas
concentragdes (0,005M) ativavam a formacgdo da enzima e maiores
concentragdes (0,05M) inibiam.

BATEMAN (49) demonstrou que Fusarium solani f. phaseoli
produz enzimas hidroliticas que degradam acido péctico com pH 6timo
de’'5,0 e outra mais reativa frente & pectina, com pH 6timo de 5,0,
sendo que as enzimas ndo foram produzidas em meio contendo
glucose como fonte de carbono. A andlise cromatogréfica dos produtos
de hidro6lise indicou a presenca de oligouronides e 4cido galacturdnico.

CAPPELLINI (50) estudou a relagdo existente entre o
crescimento e a producao de enzimas pectoliticas intra e extracelulares
de Rhizopus stolonifer. Aparentemente, a sintese e a secre¢do ativa de
poligalacturonase ocorre durante a fase de crescimento ativo e cessa
antes do crescimento maximo. A enzima extracelular perdia sua
atividade com estocagem a —159. Ambos os sistemas demonstraram
ser semelhantes degradando pectado de s6dio ao acaso.

Em 1966, UCHINO et alii (51) cristalizaram uma
endopoligalacturonase de Acrocylindrium sp.; a enzima demonstrou ser
homogénea em eletroforese em gel de amido, hidrolisou 63% das
ligagOes glicosidicas do &cido péctico, acumulando no meio de
incubacdo apenas acido galacturdnico e acido digalacturdnico. Os autores
observaram a marcada preferéncia da enzima por acido péctico, pois
apenas 6% da pectina foi hidrolisada sob mesmas condigOes.

YAMASAKI et alii (52) estudaram as condi¢Oes de crescimento
de Aspergillus saitoi, que demonstrou produzir endopoligalacturonase
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mesmo na auséncia de pectina. Quando o meio foi inoculado com
micélio proliferado, houve marcado acréscimo na atividade enzimatica.
A maior producdo de enzimas pectoliticas ocorreu entre 4 e 6 dias.

Posteriormente, os mesmos autores (53), purificaram a
endopoligalacturonase de Aspergillus saitoi, e constataram um pH
6timo entre pH 4,8 e 5,0. A enzima apresentou estabilidade maior
entre pH 4,0 e 6,0 e temperatura 6tima de 45.90, tendo sido verificada
também uma acentuada preferéncia por 4cido péctico. A enzima foi
homogénea na andlise por centrifuga¢do e em eletroforese, além de
cromatografia em peneira molecular (Sephadex). Os produtos da
reacao foram acido galacturdnico e oligouronides.

SWINBURNE et a/ (54) analisaram o meio extracelular de
Fusarium oxisporum por resina trocadora de ions e por peneira
molecular (Sephadex), tendo sido verificado que no meio de cultura
havia duas espécies moleculares com atividade enzimatica.

PATIL et a/ (55) demonstraram, em 1968, que a sintese de
poligalacturonase por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici é
reprimida por glucose (0,05M), &cido galacturdnico (0,05M),
sorbitol (0,06M) e 2-deoxy-glucose (0,006M), em meio contendo
pectina. Os autores extrairam poligalacturonase de tomate infectado e
verificaram que a enzima hidrolisou tanto pectina como pectato de
sodio, acumulando dcido monogalacturdnico e oligouronides no
meio de incubacdo.

BARASH (56) verificou que a pectina e pectato de sodio sdo
indutores efetivos da liberagdo de poligalacturonase, sob condi¢des
6timas de germinagao dos esporos de Geotrichum candidum. O
meio dialisado e cromatografado em carboximetilcelulose e peneira
molecular (Sephadex) revelou a presenca de mais de um componente
enzimatico, 0 mesmo ocorrendo com a preparacio enzimatica
obtida do micélio. A atividade enzimatica contida nos picos ‘2"
demonstrou ataque preferencial por acido péctico, e a anélise
cromatogréfica indicou que a hidrolise do polissacaridio foi feita ao
acaso.

Em 1969, AYERS et alii (57) verificaram que 9 amostras de
Aphanomyces euteiches liberaram endopoligalacturonase no meio de
cultura. Embora tenham verificado anteriormente a ineficiéncia do uso
de indutores desta enzima, neste trabalho os autores constataram que
acido péctico ou pectina em baixa concentracdo (0,1%) no meio de
crescimento aumentava substancialmente a produgdo de enzimas em
todos os casos. Em alguns casos as culturas com agitacdo forneceram
maior teor de enzimas.

Em trabalho posterior (58), os mesmos autores purificaram a
endopoligalacturonase de Aphanomyces euteiches e constataram que
0 seu substrato preferencial é o dcido péctico, embora pectato de
sodio e pectina possam também ser degradados. A atividade enzimatica
demonstrou um pH 6timo de 5,0 e a andlise dos produtos de hidroélise
nao revelou a presenca de acido galacturdnico.



CURREN (59) estudou duas amostras de Stemphylium
radicinum, e demonstrou que produziam poligalacturonase, pectinesterase
e celulase. A producdo de poligalacturonase era induzida por pectina, e
esta enzima apresentou maior atividade em pH 5,0 tendo pectato de
sodio como substrato. A maior producao da enzima foi encontrada
entre 54 e 72 horas para as duas amostras, e 0 pH do meio alterou-se
apds 54 horas de cultivo.

SWINBURNE et a/ (60) compararam as poligalacturonases
produzidas por Penicillium expansum Thom. quando era crescido em
fatias de maga e em meio de composicao definida. No primeiro caso, as
enzimas produzidas se comportavam como endopoligalacturonase,
degradando é4cido péctico até 4cido tetragalacturdnico. No segundo
caso, houve degradacao até acido galacturdnico. Asenzimas foram
purificadas em DEAE celulose e CM celulose, e ambas as preparacdes
apo6s purificacdo apresentaram atividade enzimatica semelhante, dando
como produtos oligouronides. Nao foi constatada a presenca de
exopoligalacturonase, sugerida pela preparacdo enzimética crua,
obtida quando o fungo era crescido em meio de composi¢ao definida.

FIELDING et a/ (61) verificaram as caracteristicas de uma
poligalacturonase de Sclerotinia fructigena purificada parcialmente.

A anélise eletroforética demonstrou a presenga de dois componentes. A
enzima purificada demonstrou ter maior preferéncia por acido péctico do
" que por pectina, e ndo liberou acido galacturdnico no meio de incubacao
apOs 48 horas, embora tenha sido observada a presenca de oligouronides.
Apresentou um pH 6timo de 5,5.

KAJl et al (62) purificaram 239 vézes uma endopoligalacturonase
de Corticium rolfsii. Caracteristicamente &cido estavel, a enzima
apresentou um pH 6timo de 2,5 e degradou acido péctico, oligouronides
e pectina, em ordem de preferéncia. Para obtencdo de enzimas, o
fungo foi crescido em presenca de pectina. A endopoligalacturonase
estudada reduziu rapidamente a viscosidade do substrato, enquanto o
aparecimento de agucar redutor foi mais lento. Como produtos foram
obtidos oligouronides e ap6s prolongada incubagao, &cido galacturdnico
somente.

KOLLER et a/ (63) obtiveram uma endopoligalacturonase de
Aspergillus niger, que demonstrou alta especificidade por &cido péctico.
A enzima demonstrou um pH 6timo de 5,5, hidrolisou 48% das ligagdes
glicosidicas e liberou dcido galacturdnico, &cido digalacturdnico e &cido
trigalacturdnico. O acido péctico foi hidrolisado com velocidade maior
em relagdo a oligouronides.

BARASH et al (64) purificaram uma endopoligalacturonase
produzida por Geotrichum candidum. Os resultados das experiéncias
sugerem que esta enzima cliva &cido péctico ao acaso, liberando 4cido
galacturdnico nos primeiros minutos de incubacdo. O pH 6timo
encontrado foi de 4,5 a 5,0 e para hidrolisar acido trigalacturdnico a
enzima apresentou um pH 6timo de 3,5 com menor velocidade de
acdo. Nao demonstrou atuar sobre &cido digalacturdnico, e foi mais
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ativa sobre pectato de sédio do que sobre pectina.

KEEN et al (65) estudaram a endopoligalacturonase produzida
por um fungo patogénico pertencente ao género Verticillium, e
observaram que quando esse microrganismoera crescido em presenga
de pectato de sddio a preparacdo enzimética obtida do meio era 30
vezes mais ativa do que quando era crescido em glucose. Em presenca
de glucose houve diminuigcdo da sintese da enzima.

PERLEY et al (66) detectaram atividade poligalacturonase em
cultura de Fusarium roseum (LK) emend. Snyder and Hansen. A
producdo da enzima foi induzida pela presenca de &cido mucico ou
acido péctico, em pH 6,5 e pela presenca de pectina, em pH 3,4. A
endopoligalacturonase induzida apresentou maior atividade com &cido
péctico do que quando era usada pectina como substrato, ndo liberando
acido galacturdnico no meio de incubagdo.

Entre as enzimas responséveis pela degradagao das substancias.
pécticas, encontram-se também as glicosidades que atuam sobre
polimeros de galactose e arabinose. Estas enzimas comegaram a ser
estudadas em 1928, quando EHRLICH et a/ (67) verificaram a
existéncia de uma atividade hidrolitica em Takadiastase. Entretanto,
comparativamente pouco trabalho tem sido feito no que diz respeito
as enzimas que hidrolisam galactanos e arabanos.

Em 1942, RATAJAK et a/ (68) estudaram as melhores
condi¢Oes para cultivo de Aspergillus niger, usando arabogalactano
como fonte de carbono. Foram definidos a composi¢do do meio, o
pH 5,5 e a temperatura de 28 a 30.0 como condig¢Oes dtimas para
uma completa hidro6lise do polissacaridio.

DEUEL et alii (69), em 1950, constataram numa preparagao
comercial (Helisol), a presenca de poligalacturonase e também de
duas enzimas, capazes de degradar as ligagOes beta (1-4) entre
residuos de manopiranose e alfa (1-6) galactomanopiranose de um
galactomanano obtido de Ceratonia siliqua L. Os autores
determinaram o pH 4,0 e a temperatura 50.0 como ideais para a
atividade enzimatica.

SIMPSON (70) fez um levantamento da produgao de
pentosanases em fungos e batéricas e verificou que a producao era
adaptativa em todos os fungos estudados, entre eles espécies nao
classificadas dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium.

FUCHS et alii (71) examinaram a producdo de arabanase e
galactanase por fungos fitopatogénicos e saprofitos. Botrytis alii, B.
fabae, B. tulipae, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
oxysporum f. pisi, Monilia fructigena, Mycosphaerella pinodes,
Sclerotinia sclerotiorum mostraram atividade de arabanase mesmo
quando crescidos em glucose. A analise dos produtos indicou somente
L-arabinose como produto final de degradacéo de arabano, e
tragcos quando pectina era o substrato. Todos os demais fungos
apresentaram o mesmo tipo de degradagdo, sendo que os fungos
fitopatogénicos apresentaram maior quantidade de enzimas. Foi
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determinado o pH ideal para a atividade enzimatica do meio da

cultura de Glomerella cingulata, B. fabae € S. sclerotiorum como sendo
3,8a4,8;4,8; 3,6; a 5,8 respectivamente. A atividade enziméatica em
todos os casos era maior quando os fungos foram crescidos em farinha
de amendoim.

BYRDE et a/ (72) verificaram em meio de cultura de
Sclerotinia fructigena a presenca de uma atividade enzimatica capaz de
hidrolisar os substratos sintéticos fenil-alfa- L-arabinofuranosidio e o
nitrofenil-alfa-D-galactopiranosidio, o que foi também encontrado em
outros fungos.

KAJI et alii (73) purificaram uma arabanase produzida por
Aspergillus niger, crescido em meio contendo extrato de polpa de
beterraba como Gnico doador de carbono. A enzima, que mostrou ser
homogénea na anélise em ultracentrifuga e em cromatografia,
apresentou um pH 6timo de 4,0; degradou o arabano isolado do
extrato de polpa de beterraba pelas pontas, liberando apenas
L-arabinose no meio de incubacdo. Demonstrou ser termoestavel,
retendo 20,8% de sua atividade mesmo ap6s aquecimento a 90.0
durante 20 minutos em pH 6,0.

KNEE et a/ (74) determinaram uma atividade extracelular de
galactanase em Phytophtora infestans, capaz de hidrolisar galactano
contendo ligagdes do tipo.beta (1-4) entre residuos de D-galactose,
sendo no entanto incapaz de hidrolisar galactano constituido de
ligacOes beta (1-3) e beta (1-6).

FIELDING et a/ (61) purificaram parcialmente uma alfa-L-
arabinofuranosidase produzida por Sclerotinia fructigena, separando-a
da endopoligalacturonase. O pH 6timo da enzima ¢ 4,0 e a enzima
libera L-arabinose quando incubada com arabano, indicando o mesmo
ataque relatado por KAJI. et alii (73). Quando a preparacdo foi incubada
com pectina, tracos de L-arabinose foram detectados no meio de reag3o.

Em 1969, VAN ETTEN et a/ (75) verificaram que, crescendo
Sclerotium rolfsii em hipocotilédones de feijao, 0 mesmo produz
enzimas capazes de degradar um galactano que contem ligagdes
glicosidicas beta (1-4), isolado de Lupinus albus. O pH 6timo
encontrado foi menor que 5,0 e a anélise dos produtos do meio
indicou uma agdo do tipo exogalactanase, com liberagdo de D-galactose
no meio de incubagdo. Entretanto esta preparagdo nao foi capaz de
hidrolisar galactano ramificado, contendo ligacdes glicosidicas do tipo
beta (1-3) e beta (1-6). Os autores afirmaram que o mesmo fungo
apresentou capacidade de hidrolisar arabano e de liberar D-galactose de
um galactomanano.

KAJl et al (76) estudaram uma arabanase produzida por
Corticium rolfsii. A enzima demonstrou ser uma alfa-L-arabinofuranosidase,
com atividade 6tima catalitica em pH 2,5 e alta tolerancia ao meio acido.
O arabano no meio de crescimento demonstrou ser um eficiente indutor
desta enzima.

KAJl et alii (77) purificaram uma alfa-L-arabinofuranosidase,
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que mostrou ser homogénea a anélise em ultracentrifuga. A enzima
demonstrou um pH 6timo de 3,8 a 4,0 e preferéncia por fenil-alfa-
L-arabinofuranose em relacdo ao arabano purificado.

KAJI et al (78) demonstraram que a enzima atuava sobre
ligagOes glicosidicas alfa (1-3) e alfa (1-b) entre residuos de
L-arabinofuranose terminais, ndo redutores.

KAJI et al (79) verificaram que Sclerotium rolfsii, Hypochnus
centrifugus, Corticium centrifugum e C. rolfsii tem sua produgdo de
arabanase extracelular aumentada quando sdo crescidos em presenca de
arabano e extrato de farelo de trigo. O pH do meio de crescimento caiu
de 5,2 inicial para 2,0 a 2,4 devido a formacao do acido oxalico. As
enzimas eram estéveis a temperatura ambiente e entre pH 3,0 e 8,0 por
longo periodo, e liberaram L-arabinose de fenil-alfa-L-arabinofuranosidio,
arabano de beterraba e arabinoxilano.

Portanto, entre as enzimas responsaveis pela degradacao das
substancias pécticas, que se entende por uma mistura de polissacaridios,
estdo a poligalacturonase, arabanase e galactanase. A poligalacturonase
(E.C. 3.2.1.15) pode ser produzida por fungos tanto de maneira
adaptativa como constitutiva (19,21,37,40,41,43,47,49,52,55,56). Na
maioria dos estudos realizados sobre indu¢do de poligalacturonases
foram empregadas pectinas e acido péctico purificados como fontes de
carbono (19,20,21,40,41,43,46,47,52,55,56,59,66), enquanto gue no
caso das galactanases € arabanases foram usados tanto arabano purificado
guanto extrato bruto de vegetais (61,68,70,73,75,76,79).

Na obtencdo de café "'fino"’, o café cereja.é submetido ao
despolpamento mecanico e os graos sofrem um tratamento especial para
retirada da camada mucilaginosa. A decomposi¢do natural dessa
camada mucilaginosa é atribuida a agdo de microrganismos (80,81). No
entanto, nao foi ainda estudada com detalhes a liberacdo das enzimas
hidroliticas pelos componentes da microflora do café.

O estudo dos polissacaridios presentes na polpa do café cereja
revelaram a presenca de acido péctico (82) e galactoarabano (83).

COLEMAN et alii (82) observaram que fungos do género
Aspergillus e Penicillium eram capazes de hidrolisar uma fragdo
polissacaridica, ndo purificada, de polpa de café cereja. Os autores
nao esclareceram a natureza das preparacdes enzimaticas, e os resultados
demonstraram comportamentos distintos em diferentes amostras de
uma mesma espécie microbiana.

O presente trabalho visa demonstrar que as enzimas pectoliticas
liberadas pelos fungos isolados da microflora do café sdo capazes de
despolimerizar o 4cido péctico e galactoarabano obtidos da camada
mucilaginosa do café cereia.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do extrato de polpa de café

Polpa de café cereja (Coffea arabica L. var. Mundo Novo),
moida em liquidificador, foi lavada sucessivas vezes com tres
volumes de etanol (3x), dois volumes de acetona (2x), cloroformio
metanol 2:1 (v/v), benzeno etanol 2:1 (v/v), butanol saturado com
dgua e novamente acetona. O residuo seco € moido serviu como
fonte para extracdo de polissacaridios.

Os polissacaridios foram extraidos com oxalato de amonia
a 1%, sob agitacdo mecdanica a quente, com sucessivas extracoes em
tempos crescentes (4,8,12,24,48 horas). Apds cada operacao, a
suspensdo foi centrifugada a 50C0 rpm por 10 minutos, e 0
residun reextrafdo, tendo sido precipitada a fracdo polissacaridica
do sobrenadante com etanol a75%. Os precipitados foram reunidos,
ressuspendidos em dgua e dialisados contra dgua corrente durante
48 horas. Ap6s a precipitacdo dos polissacaridios da solucdo dialisada,
com etanol a 75%, filtracdo e secagem o p6 obtido foi denominado
extrato de polpa de café e utilizado como fonte de carbono para o
crescimento dos fungos.

Substratos

Acido péctico e galactoarabano, contendo 81 a 10% em
dcido galacturdnico respectivamente, e outra amostra de 4cido
péctico, que demonstrou cromatograficamente estar-isento de
outros monossacar{dios além de acido galacturdnico, foram isolados
da polpa de frutos de café cereja (83,84) e gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. J.B.C. Correa, do Instituto de Bioquimica da Universidade
Federal do Parané.

Obtengdo das culturas de fungos

Quatro amostras de café cereja de vérios locais de uma
mesma fazenda (Fazenda Horizonte, Bela Vista do Paraiso, Pr)
foram recolhidos asseticamente em tubos de ensaio contendo meios
de culturas diferentes. Os meios utilizados foram sabouraud glucose,
caldo simples, sabouraud glucose agar e agar simples. Os tubos
foram incubados a 28.0 durante 48 horas.

As amostras foram plaqueadas em meio de cultura s6lido
correspondente e as placas incubadas a 28.0 durante 48 horas. As
colonias isoladas foram estocadas em sabouraud glucose agar, pH
50a4.0,

Os fungos utilizados nas experiéncias foram gentilmente
tipificados pelo Prof. C.S. Lacaz, da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo, como Aspergillus sp., Cladosporium sp.,
Fusarium sp. e Penicillium sp. As amostras utilizadas foram
escolhidas entre outras do mesmo género por terem apresentado
maior crescimento em meio contendo o extrato de polpa de café.
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Condicoes de cultivo

Os fungos foram adaptados ao meio |iquido em erlenmeyer
de 250 ml, contendo 10 ml de glucose a 10% como fonte de
carbono e 90 ml de meio de composicdo definida. O meio de
cultura era constituido de 15 mmoles de (NH4) 2504; 13 mmoles de
NH4NO3, 9 mmoles de KH2PO4; 1 mmol de Na2HPO4; 2 mmoles
de MgS04. 7H20, 34 umoles de Fe(NO3)3.9H20; 30 umoles de
ZnS04.7H20; 18 umoles de MnS04.4H20; 8,5 mmoles de NaCl;
20 mmoles de KCI; 50 mumoles de (NH4)gMo07024.4H20; 0,9
mmoles de CaCl2 e 22 umoles de CuCl2 por 1000 ml. O pH do
meio foi ajustado a 5,6 e foi adicionado também extrato de
levedura, numa concentracdo de 0,05%.

A incubacdo foi feita em agitador rotatério com 180 rpm a
280, :

Os fungos foram crescidos nas condi¢des mencionadas,
substituindo-se glucose por extrato de polpa de café (0,1%). Foram
utilizados como indculo culturas de 72 a 96 horas dos fungos
adaptados ao meio |iquido, Para a determinacdo do crescimento, foi
determinado o peso seco do mieglio, tendo sido filtrado o meio de
culturas em papel Whatman 40 e 6 micélio deixado em estufa (85.0)
por 24 horas. O peso seco do micélio foi determinado em periodos de
24 horas, por cinco dias.

Atividade enzimdtica

O filtrado do meio de cultura foi centrifugado a 3600 rpm
durante 20 minutos, e dialisado contra dgua gelada durante 15 horas.
A dosagem da proteina dessa preparacdo enzimdtica foi feita pelo
método de LOWRY et al (85).

O sistema de incubacdo foi constituido de 1 mg do substrato
(dcido péctico, galactoarabano ou extrato de polpa de café), 50
umoles de tampdo acetato pH 4,8 e preparacdo enzimatica, em um
volume final de 1,0 ml. A incubacdo foi feitaa 300 e amostras
foram recolhidas nos tempos zero, 2, 4, 6 e 8 horas. A reacdo foi
paralisada pelo aguecimento a 100.0 por 5 minutos. A atividade
enzimatica foi determinada pelo aumento de agucar redutor,
medido pelo método de SOMOGY | (86) e NELSON (87).

A atividade especifica foi calculada como o namero de
umoles de agucar redutor liberado no meio de incubac3o, por
miligrama de proteina da preparagdo enzimatica.

Para a determinacdo do efeito do pH na atividade
enzimatica, foram usados os tamp®es acetato pH 3,6 a 5,6;
imidazol/HCl pH 6,0 a 7,6; veronal/ HCI pH 8,2 a 9,0 e glicina/NaOH
pH 9,4 a 10,6, que foram preparados segundo GOMORI (88). Para a
determinagdo do pH 6timo a mistura de incubacgdo sofreu 0 mesmo
tratamento das amostras.
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Andlise dos produtos do meio

Cada sistema de incubacdo, ap6s inativacdo de enzimas, foi
passado em coluna de resina DOWEX 50W-X8, 200-400 MESH,
forma H+ (Dow.Chem.Co.) para remocao do sddio. O &cido acético
foi eliminado por evaporacdo quando as amostras foram concentradas
a vécuo.

Para caracterizacdo dos produtos da degradacdo enzimatica
do &cido péctico., foi feita cromatografia descendente em papel
Whatman n.0 1, com os seguintes solventes: a) acetona: etanol:
isopropanol :tampdo borato pH 10 (0,05M) na relacdo 3:1:1:2 (89);
b) acetato de etila: dcido acético: dgua 2:1:2 (90). B

Os produtos da degradagcdo enzimatica do galactoarabano
foram caracterizados por cromatografia descendente em papel
Whatman n.0 4, usando o solvente benzeno: n-butanol: piridina: dgua
1:6:3:3 (91), tendo sido empregado como revelador o nitrato de
prata alcalino (92). . -

Os acucares usados como padrdes para as cromatografias
foram fornecidos pela Calbiochem, com excecdo da L-arabinose,
fornecida por Pfanstiehl Laboratories. Todos os produtos utilizados
para as experiéncias foram pro andlise.
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RESULTADOS

Crescimento

O crescimento dos fungos e o aparecimento de atividade
enzimética no meio de cultura, capaz de hidrolisar dcido péctico e
galactoarabano no sistema de incubacdo usado sdo apresentados na
fig. 1. Entre 72 e 96 horas de cultivo foi apresentado um méximo de
atividade enzimatica, com excecdo do Fusarium sp., que demonstrou
um nivel mais ou menos constante ap6s 24 horas. O aparecimento das
enzimas no meio foi posterior ao crescimento dos fungos. Durante o
periodo de crescimento ndo foi constatada alteragao no pH do meio.

Alteracdo da producdo de enzimas

As tabelas 1,2 e 3 mostram a alteracdo da atividade especifica,
devido a substituicdo da glucose por extrato de polpa de café. A
atividade especifica foi calculada a partir de uma incubacao de seis
horas. Os dados demonstram que existe um marcado acréscimo na
-atividade enzimética capaz de hidrolisar os polissacaridios contidos
no extrato de polpa de café, quando os fungos sdo crescidos em
presenca do substrato. A amostra de Aspergillus sp. apresenta
atividade enzimatica capaz de hidrolisar dcido péctico de maneira
constitutiva. O mesmo ocorre com Penicillium sp., em relacdo ao
galactoarabano. Houve aumento na atividade das enzimas de
Penicillium sp. e Cladosporium sp. frente ao dcido péctico, e das
enzimas de Aspergillus sp. e Fusarium sp. frente ao galactoarabano.
Em um caso apenas foi notada uma reducdo na atividade especifica,
quando a fonte de carbono foi substituida.

Especificidade das enzimas

As enzimas demonstraram preferéncia por 4cido péctico
purificado, hidrolisando esse substrato mais rapidamente do que o
extrato de polpa. A fig. 2 ilustra os resultados obtidos. O 4cido
péctico ndo purificado, contendo 81% em &cido galacturdnico
apresenta uma velocidade de hidrélise intermediaria entre os dois
outros substratos apresentados. As amostras de Penicillium sp. e
Fusarium sp. produziram enzimas que degradaram 34% do &cido
péctico purificado, em 8 horas de incubagdo, enquanto que
enzimas produzidas por Cladosporium sp. no mesmo tempo
degradaram 29% e as de Aspergillus sp. 13,3%. somente 12% do
galactoarabano foi hidrolisado no mesmo tempo pela preparacdo de
Aspergillus sp., 5,85% com a do Fusarium sp., 4,3% com a do
Penicillium sp. e 3,9% com a de Cladosporium sp.
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Efeito do pH na atividade enzimdtica

As enzimas demonstraram maior atividade na faixa dcida do
pH, em tdrno de 4 e 5. A figura 3 mostra as curvas de pH obtidas com
as preparacdes enzimaticas, tendo sido usado &cido péctico como
substrato, e a figura 4 ilustra os dados obtidos quando foi usado
galactoarabano como o substrato. Uma das amostras, Cladosporium
sp. apresentou atividade enzimatica também em pH alcalino, melhor
evidenciada quando &cido péctico foi o substrato. As outras amostras
apresentaram baixa atividade em pH acima de 6,0, o que é
geralmente encontrado em enzimas pectol {ticas de fungos.

Andlise dos produtos de degradacéo

Apesar de terem sido usados outros solventes, capazes de
resolver mistura de oligouronides, a anélise cromatografica nao
revelou manchas que pudessem corresponder a oligouronides. A
figura 5 indica o &cido D-galacturdnico como o unico produto de
degradacdo do 4cido péctico pela acdo das enzimas extracelulares,
tendo sido observado que o aparecimento das manchas foi
proporcional ao tempo de incubacdo.

A degradacdo enzimética do galactoarabano liberou no
meio de incubacdo &cido D-galacturdnico, D-galactose e L-arabinose,
conforme fig.6. Foi constatada a presenca de manchas que
migraram com R-gal 0,3 e 0,5 nesse solvente, ap6s quatro horas de
incubacdo. Apds esse tempo, a concentracdo foi proporcional ao
tempo de incubacdo, a semelhanca de todas as outras manchas
identificadas nas cromatografias.
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Tabela /

Atividade especifica das enzimas hidroliticas quando os fungos eram
crescidos em glucose ou em extrato de polpa.

Fonte de carbono
Aspergillus sp.
Cladosporium sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.

glucose extrato
0,07 0,41
0,55 1,00
0,38 0,71
0,11 0,29

Tabela I/

Alteracdo da atividade especifica frente a dcido péctico ndo
purificado, devido a substituicdo da fonte de carbono.

Fonte de carbono
Aspergillus sp.
Cladosporium sp.
Fusarium sp.

Penicillium sp.

glucose extrato
0,63 0,65
1,80 3,60
2,00 2,14
0,99 1,51

Tabela Il

Alteracdo da atividade especifica frente a galactoarabano devido a
substituicdo da fonte de carbono.

Fonte de carbono
Aspergillus sp.
Cladosporium sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.

glucose extrato
0,33 1,26
0,87 0,54
0,41 0,92
0,41 0,38
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FIGURA 1: Curva de crescimento e atividade enzimdtica.
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A atividade especifica foi calculada como umol de acucar redutor por mg
de proteina. '
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FIGURA 2: Velocidade de hidrélise enzimdtica de dcido péctico e extrato de polpa de
café pelas enzimas extracelulares produzidas pelos fungos.
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FIGURA 3: Efeito da variacdo do pH na atividade enzimatica.
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volume final de 0,25 ml. As incubagoes foram feitas a 309, por 3 horas.
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FIGURA 4: Efeito da variacdo do pH na atividade enzimdtica.
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FIGURA 5: Produtos da atividade enzimdtica sobre dcido péctico.
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DISCUSSAO

Devido a alta viscosidade do extrato de polpa do café,
mesmo presente em baixa concentracdo (0,1%), o meio de cultura
apresentava dificuldade de filtracdo nas primeiras 24 horas de «
crescimento. Por esta razdo ndo foi determinado o crescimento dos
fungos nesse periodo. A facilidade de filtracdo nos tempos posteriores
indica fortemente a presen¢a de uma atividade enzimatica capaz de

despolimerizar os polissacaridios presentes no extrato de pdlpa de
café.

A demonstracdo de que a medida da atividade enzimatica por
viscosimetria parece ndo ser adequada, efetuada por KERTESZ (15),
é um forte argumento para a utilizacdo de outros métodos, como o
da dosagem do acucar redutor, que é diretamente proporcional ao
rompimento das ligagdes glicosidicas de polissacaridios. Portanto,
para a medida da atividade enzimaética foi usada a determinacdo dos
grupamentos redutores pela técnica de SOMOGY | (85) e NELSON

. (86), tendo sido verificado recentemente que o tamp&o acetato ndo
interfere com esse método (93)-

Os fungos estudados, isolados de frutos de café cereja,
demonstraram produzir enzimas capazes de degradar os .
polissacaridios contidos no extrato de polpa de café. Como a polpa
de café é constituida de pectina (82,84) e de galactoarabano (83), a
atividade hidrolitica pode ser de poligalacturonase, galactanase e
arabanase. Realmente, as preparacOes enzimaticas obtidas dos quatro
fungos foram capazes de hidrolisar dcido péctico, galactoarabano e
também o extrato de polpa de café, tanto quanto foram crescidos em
presenca de glucose como quando foram crescidos em presenca de
extrato.

Quando a atividade enzimética foi determinada frente a
4cido péctico ndo purificado, foi verificada alteragcdo na atividade da
enzima em tres casos, devido a mudanca da fonte de carbono no
meio de cultura. A atividade enzimatica obtida do meio extracelular
de Aspergillus sp. permaneceu no mesmo nivel, 0 que indica que a
producgao de enzima por este  microrganismo tem um caracter
constitutivo, o que j& foi constatado ocorrer em fungos pertencentes
ao mesmo género (21,37,43,52). Cladosporium sp., Penicillium sp.
demonstraram um aumento na atividade enzimética, pela presenca do
substrato no meio de cultura, o que jé foi relatado por KUC (45),
STRIDER et al (41) ocorrer em Cladosporium cucumerinum e por
PHAFF (19) em Penicillium chrysogenum.

Uma caracteristica observada é a acentuada preferéncia que
as enzimas extracelulares demonstram por acido péctico purificado
(fig. 2). O extrato de polpa de café foi hidrelisado a uma velocidade
muito baixa, mesmo apds o crescimento dos fungos em meio
contendo a mistura de polissacaridios, fato esse que pode ser explicado
pela esterificagdo presente no extrato de polpa de café, uma vez que
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as enzimas poligalacturonases sdo mais ativas em dcidos pectinicos
com baixo grau de esterificagdo (17, 29).

As atividades enzimaticas sobre 4cido péctico purificado
demonstraram ser mais altas em pH é&cido, o que é
geralmente encontrado em fungos (1, 13, 31, 37, 40, 42, 44, 48, 49,
53, 68, b9, 61, 63, 64). Valores mais altos de pH, situados na faixa
alcalina, sdo requeridos por enzimas de fontes bacterianas (1).

Cladosporium sp. apresentou enzimas que hidrolisam &cido
péctico mesmo na faixa alcalina do pH, demonstrando maior atividade
nestas condicGes. Casos semelhantes sdo citados por DEUEL et af
(1) serem devidos a presenca de mais de uma enzima na preparagao
enzimatica, que atua sobre o mesmo substrato de forma diferente.
Esta atividade enzimatica, em relagcdo ao seu elevado pH se assemelha
as citadas por SCHUBERT (35) e PURR et alii (38), sendo que,
entretanto, estas enzimas degradam também pectina com alto grau
de esterificacdo.

A andlise cromatografica dos produtos de degradagdo
enzimética do 4cido péctico indica somente a liberagdo de dcido
D-galacturdnico. Nao foram detectadas manchas que pudessem
corresponder a dimeros ou trimeros de dcido D-galacturdnico, nem
efetuando a cromatografia com outros sistemas de solventes e nem
aumentando a concentracdo de amostra aplicada.

Resultados semelhantes foram obtidos por SAITO (37), com
uma preparagao extracelular de Aspergillus niger, por ENDO (94),
com uma preparacdo purificada de Coniothyrium diplodiella, e com
uma preparagdo ndao purificada de meio de cultura de Penicillium
expansum (60). A andlise dos produtos do meio indica que as
enzimas extracelulares estudadas tem um comportamento semelhante
a fragdo gama da poligalacturonase estudada por BROOKS et a/ (36).

As endopoligalacturonases purificadas (44, 51, 53, 63) ddo
como produtos dcido galacturdnico, mas sempre acompanhado de
oligouronides. Os dados obtidos no presente trabalho sugerem a
presenga de uma atividade enzimatica poligalacturonase no meio de
cultura, do tipo exoglicosidade, especifica por dcido péctico e que o
degrada até dcido galacturdnico, em baixo pH. Devido, no entanto,

a observacdo de SWINBURNE et a/ (60) que preparacdes purificadas
do meio de cultura com atividade exopoligalacturonase se comportaram
como endopoligalacturonase, ndo se pode excluir a possibilidade

desta enzima estar presente no meio de cultura dos fungos estudados.

O método de determinacdo da atividade enzimética usado
pode, entretanto, determinar a atividade transeliminase, que degrada
substancias pécticas de maneira diferente (95). As caracteristicas das
transeliminases produzidas por fungos sdo bem distintas das verificadas
nas preparagées, ndo catalisando a degradacdo de &cido péctico (95),
apresentando marcada preferéncia por pectina (95,96,97) e levando
a producao de oligouronides alfa-beta-insaturados, e ndo 4cido
galacturdnico somente.
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Da polpa do café cereja foi isolado um heteropolissacaridio
constituido de residuos de galactose e arabinose, em proporcoes
aproximadamente equimoleculares (83). O autor constatou que 40%
do heteropolissacaridio era constituido por residuos de galactopiranose
interligados por ligacGes glicosidicas beta (1-6). A atividade enzimatica
capaz de hidrolisar o galactoarabano foi também encontrada no meio
de cultura dos fungos estudados.

A comparacdo das atividades especificas quando os fungos
foram crescidos em glucose ou extrato de polpa de café como fonte
de carbono (tabela I11), levou a constatacdo que o Penicillium sp.
apresentou uma producdo de enzimas necessdrias para a degradagao
desse substrato de maneira constitutiva. Cladosporium sp.
apresentou marcada reducdo na atividade especifica, 0 que poderia
ser explicado pela repressdo de sintese da enzimas por algum _
metabdlito liberado no meio de incubacdo. Pelo contrério, Aspergillus
sp. € Fusarium sp. indicaram um aumento da producdo de enzimas
devido a mudanca da fonte de carbono. Os dados obtidos sdo
coerentes com a bibliografia que, embora reduzida, indica que
galactanases e arabanases podem ser produzidas tanto de maneira
constitutiva como adaptativa (70,71,72,73,74,75,76,79).

Foi também observado que o pH ideal para a hidrolise do
galactoarabano demonstrou ser localizado na faixa 4cida do pH, o que
é encontrado em enzimas produzidas por fungos (61,68,70,72,74,
75,76,77,79).

A andlise dos produtos finais de degradacdo revelou que
L-arabinose, D-galactose e acido D-galacturdnico eram liberados '
proporcionalmente ao tempo de incubacdo. Foi verificada a presenca
de oligossacaridios com comportamento cromatogréfico semelhante
a dimeros de galactose (98). Os resultados indicam que as preparacoes
enzimaticas demonstram especificidade pelo tipo de ligagdo, o que j4 foi
observado por KNEE et a/ (74), e por Van ETTEN et a/ (75) com
galactanase de Phytophtora infestans e Sclerotium rolfsii, que sdo
incapazes de hidrolisar ligagdes do tipo beta (1-3) e beta (1-6) entre
residuos de galactopiranose.

A presenca de L-arabinose no meio de incubagdo indica a
atividade alfa-L-arabinofuranosidase, semelhante em especificidade &
uma enzima de Aspergillus niger (78), uma vez que o substrato usado
continha os mesmos tipos de ligacdo que o arabano de café. (99).

Estes fungos isolados da microflora do cafezal sdo, portanto,
capazes de liberar no meio de cultura as enzimas hidroliticas que
catalisam a hidroélise dos polissacaridio isolados da camada
mucilaginosa de frutos maduros de café cereja. Estas atividades
enzimaticas s30 aumentadas pela presenca, no meio de crescimento,
do substrato natural como fonte de carbono.

Os dados obtidos sugerem que a decomposi¢do natural da
camada mucilaginosa possa ser feito pelas enzimas liberadas pela flora
micolégica do cafezal.
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CONCLUSOES

Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Penicillium
sp., isolados de frutos de café cereja, demonstraram produzir
enzimas capazes de hidrolisar polissacaridios isolados da
polpa de café.

As preparacdes apresentaram maior atividade enzimatica para
acido péctico do que para extrato de polpa de café.

As atividades enzimaticas apresentaram pH 6timo entre
4,0e6,0.

Nas condi¢Ges empregadas, a hidrélise do dcido péctico levou em
todos os casos a formacgdo de dcido galacturdnico.
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