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RESUMO - A utilizagdo de processos de precipitagdo utilizando alcool
isopropilico, preparado em diferentes concentragdes (10, 22, 50, 78 e 90%) e
bombeado em diferentes vazdes (0,09, 2,97, 10, 17 e 19,9 mL/min) ao extrato
enzimatico (10 mL), foi possivel obter fator de purificacdo (FP) de 7,86 vezes e
recuperagdo (R) de 77,78 % da enzima pectinametilesterase na fase precipitada. A
adicao de concentracdes do alcool acima de 78 % e vazdo de 10 mL/min mostrou
ser a regiao maximizada para o FP (~7,86).

1. INTRODUCAO

As pectinases sdo biotecnologicamente importantes porque tém aplicagdes em potencial
no processamento de frutas e legumes, como na clarificacdo de sucos de frutas, na maceragao
das fibras naturais, no tratamento de aguas residuais pécticas, na fermentagdo de café e folhas
de chd, na extragdo de oOleo, purificacdo de virus, etc (YADAV et al., 2008; KHAN, et al.,
2013). Estudos sobre estratégias de purificagdo que utilizem processos simples e de baixo
custo, mas que possibilitem alcangar altos fatores de purificacdo e recuperacdo da enzima sao
importantes do ponto de vista industrial. O aumento do grau de pureza das preparagdes
enzimaticas, sem aumentar o custo final da enzima, pode contribuir para incrementar o
numero de aplicagdes industriais destas enzimas, melhorando a qualidade final de diversos
produtos que podem se beneficiar da tecnologia enzimatica. Ainda, preparados enzimaticos
mais puros e concentrados implicam em maior rendimento na sua aplicagdo, pois
concentragdes menores podem ser utilizadas, desta maneira insere-se o objetivo do trabalho
que visa o estudo de processos de precipitacao, utilizando alcool isopropilico, na purificagao
da enzima pectinametilesterase (PME) bioproduzida pelo fungo filamentoso Aspergillus
niger.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bioproducio de enzima pectinametilesterase (PME)

A cepa do Aspergillus niger ATCC 9642 foi utilizada na bioprodu¢do da enzima
segundo metodologia descrita por Gomes et al. (2011).

2.2 Purificacio por precipitacio com alcool isopropilico
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Na purificagdo por precipitagdio com alcool isopropilico, uma solugdo de alcool
(Quimex) foi preparada em diferentes concentracdes (10, 22, 50, 78 e 90 %) e bombeada em
diferentes vazoes de 0,09, 2,97, 10, 17 e 19,9 mL/min, sendo que as variaveis fixas foram:
extrato enzimatico (10 mL), temperatura do banho de gelo (~4°C), sob agitacdo lenta, o
volume total dos ensaios variou de 11 a 100 mL . Apds o bombeamento, as amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C. Foram preparadas amostras controle onde,
no lugar do extrato enzimatico, foi utilizada agua destilada. As andlises foram realizadas nas
amostras do precipitado e do sobrenadante, subtraindo o valor da amostra controle, sendo que
nos ensaios avaliou-se o fator de purificacao (FP), ou seja, relacdo entre atividade especifica
da enzima (U/mg) pela atividade especifica do extrato bruto inicial (U/mg), e recuperagao
(R%) da enzima PME, ou seja, relacdo da atividade total (U/mL) do extrato enzimatico da
fase e volume da fase (mL) pela atividade total (U/mL) do extrato bruto na alimentacao e
volume inicial (mL) do extrato bruto adicionado.

2.3 Atividade Enzimatica

A atividade da PME foi determinada pelo método de titulagdo descrita por Hultin et
al.,1966.

2.4 Tratamento estatistico

Os resultados de fator de purificagdo e recuperagdo das pectinases foram tratados
estatisticamente segundo método de planejamento de experimentos, mediante analise dos
coeficientes de regressdo, dos efeitos estimados (grafico de Pareto), da andlise de variancia
(ANOVA), seguida de comparacao das diferencas das médias pelo teste de Tukey e/ou t-
student, em nivel de 95 % de confianca, com auxilio do software Statistica versao 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo 22, com os valores
codificados e reais, dos ensaios de precipitacdo com alcool isopropilico e as respostas em
termos de fator de purificagdo (FP) e recuperacdo (R) da enzima PME na fase precipitada e
sobrenadante.

O melhor resultado da enzima foi obtido no ensaio 6 com FP de 7,86 € 1,41 vezes e R de
77,8% e 50% na fase precipitada e sobrenadante, respectivamente, utilizando uma
concentracao de alcool de 90 % e vazao de alimentagao de 10 mL/min. A analise de variancia
validou o modelo codificado de segunda ordem (Equagdo 1), o qual descreve o FP da enzima
PME fase precipitada em fungdo das variaveis testadas, o Feyiculago fo1 1,67 vezes maior que o
Fiabelado, com coeficiente de correlacdo de 0,81. Foi possivel construir a curva de contorno para
ao FP como mostra a Figura 1, demonstrando que em concentragdes do 4lcool acima de 78 %
e vazdo de 10 mL/min apresentou- se a regido maximizada para o FP (~7,86).

As variaveis estudadas para a recuperacdo (maxima 77,8 %) da enzima PME fase
precipitada do planejamento em estudo ndo apresentaram efeito significativo.
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Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial completo 22, valores codificados (reais) da
precipitagdo com alcool isopropilico fase precipitada e sobrenadante e respostas em fator de
purificacdo e recuperacao.

Ensaio Variaveis Independentes PME PME
(fase precipitada) (fase sobrenadante)

Concentragao Vazao FP R FP R
(%) (mL/min) (%) (%)

1 -1 (22) -1 (3) 0 0 0 0

2 +1 (78) -1 (3) 0 0 0 0
3 -1 (22) +1 (17) 0,26 22,2 0,24 33,3

4 +1 (78) +1 (17) 1,49 44 4 0 0
5 -1,41 (10) 0 (10) 0 11,1 0,69 83,3
6 +1,41 (90) 0 (10) 7,86 77,8 1,41 50,0

7 0 (50) -1,41 (0,1) 0,14 22,2 0 0
8 0 (50) +1,41 (20) 0,53 33,3 0,46 27,8
9 0 (50) 0 (10) 2,41 55,6 0,57 16,7
10 0 (50) 0 (10) 2,69 44.4 0,49 22,2
11 0 (50) 0 (10) 3,20 33,3 0,33 22,2

Figura 1 - Curva de contorno para o FP da enzima PME fase precipitada alcool isopropilico.
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FP=2,77+154x(C)-165x (V)

(1

Onde, FP= fator de purifica¢dao; C= concentragdo do alcool; V= vazio da reagdo.

A Figura 2 (a e b) apresenta os graficos de Pareto com os efeitos estimados do FP e R da
fase sobrenadante da enzima PME, respectivamente. Apenas a vazao quadratica teve efeito
significativo (p<0,05) negativo em relacdo ao FP, com o aumento da vazdo ocorre a
diminui¢do do FP. No caso da R da enzima todas as varidveis independentes apresentaram
efeito significativo (Figura 2b) sendo os melhores resultados de FP e R obtidos no ensaio 6
(Tabela 1) com valores de 1,41 e 50 %, respectivamente.

Figura 2 - Grafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) do planejamento
fatorial completo 2% com alcool isopropilico em relagdo ao FP (a) ¢ a R (b) da enzima PME da
fase sobrenadante.
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A enzima foi detectada na fase precipitada e sobrenadante do ensaio 6, e a atividade
especifica aumentou nestas fases, mostrando a possibilidade de purificagdo de PME por
precipitagdo seletiva de proteinas contaminantes com alcool isopropilico. Por outro lado, nos
demais ensaios houve baixas recuperacdes, uma hipotese para este comportamento pode estar
relacionadas com a desnaturagdo da enzima quando exposta ao solvente, conforme ja
demonstrado por outros estudos (OOI et al., 2009; CORTEZ & PESSOA JR., 1999).

O método de precipitacio mostrou ser eficiente na purificagdo e recuperagdo da
enzima PME, vindo a acrescentar a literatura, j& que nenhum trabalho anterior sobre este
assunto havia sido encontrado. Segundo Farinas et al. (2011) Os autores atribuem a
recuperagcdo a massa molar da enzima, justificando que moléculas maiores t€ém mais chance
de agregacao do que proteinas menores.

4. CONCLUSAO

A adicdo de concentracdes do alcool isopropilico acima de 78 % e vazao de 10 mL/min
mostrou ser a regido maximizada para o fator de purificagdo o qual obteve fator de
purificacao de 7,86 vezes. Nesta mesma condicdo foi possivel obter uma recuperagao de
77,8 %. Pode-se concluir que o método de precipitagcdo ¢ eficiente na purificacdo da enzima
pectinametilesterase.
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