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RESUMO

SUFIATE, Bruna Leite, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2016.
Producao, purificacdo e caracterizacio parcial da dextranase de Pochonia
chlamydosporia (VC4) e sua aplicacdo na remocao de dextrana do caldo de cana.

Orientador: José Humberto de Queiréz. Coorientador: Filippe Elias de Freitas Soares.

Dextranases (EC 3.2.1) sdo enzimas que hidrolisam liga¢des a-(1,6), a-(1,2), a-(1,3) e
a-(1,4) em polissacarideos de dextrana, sendo produzidas por fungos, bactérias e
algumas leveduras. Sdo utilizadas na produgdo de dextrana para aplicag¢des clinicas, na
producdo de isomaltooligossacarideos e oligodextranas prebidticos, em produtos de
higiene bucal para o tratamento e a prevencao de cdries e para remog¢do de dextranas na
industria de acucar. O objetivo deste trabalho foi produzir, purificar e caracterizar
parcialmente a dextranase produzida pelo fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) e
avaliar sua aplicacdo na remocdo de dextranas em caldo de cana. Os efeitos de
diferentes componentes do meio de cultura na produc¢do de dextrana foram analisados
através do delineamento de Plackett-Burman e do delineamento composto central. A
superficie de resposta foi utilizada para determinar quais os niveis, dentre as varidveis
que influenciam a producdo de dextranase, proporcionam maior producao desta enzima
pelo fungo P. chlamydosporia. Avaliou-se, ainda, a aplicacdo da dextranase na remocao
de dextrana do caldo de cana. O extrato bruto foi parcialmente purificado em resina de
troca idnica DEAE-Sepharose. A atividade de dextranase foi avaliada em diferentes
pHs, temperaturas e na presenca de fons metalicos. Apenas dois componentes do meio
de cultura, NaNOs e pH, demonstraram efeito significativo (p<0,05) sobre a produgdo
de dextranase. Os niveis de NaNOsz e pH que proporcionaram maior producio desta
enzima foram, respectivamente, 5 g/ e 5,5. A dextranase de P. chlamydosporia
mostrou-se eficaz em remover a dextrana presente no caldo de cana, reduzindo em 75%
o teor de dextrana ap6s 12 horas, quando comparado com o controle. O rendimento da
purificacdo foi 128%, o fator de purificacdo foi 2,58, e a atividade especifica de 114,66
U/mg. A temperatura e a faixa de pH que resultaram em maior atividade foram,
respectivamente, 50 °C, e 5,0 a 6,0. O fon Cu’" inibiu a atividade da dextranase em

55%, e o fon Mg** aumentou a atividade em 24%, em relacdo ao controle.
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ABSTRACT

SUFIATE, Bruna Leite, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2016.
Production, purification and partial characterization of dextranase from Pochonia
chlamydosporia (VC4) and its application in the removal of dextran from cane

Juice. Adviser: José Humberto de Queir6z. Co-adviser: Filippe Elias de Freitas Soares.

Dextranases (EC 3.2.1) are enzymes that hydrolyze a-(1,6), a-(1,2), a-(1,3) and a-(1,4)
bonds in dextran polysaccharides, being produced by fungi, bacteria and some yeasts.
They are used in dextran production for clinical applications, in the production of
isomalto-oligosaccharides and oligodextrans prebiotics, in oral hygiene products for the
treatment and prevention of caries and for the dextrans removal in the sugar industry.
The purpose of this study was to produce, partially purify and characterize dextranase
produced by fungus Pochonia chlamydosporia (VC4), and evaluate its activity on
dextran removal from sugarcane juice. The effects from different components of the
culture medium on dextranase production were analyzed by Plackett-Burman
experimental design and central composite design. The response surface was used to
determine the levels, among the variables influencing dextranase production, provide
greater production of this enzyme by the fungus P. chlamydosporia. It was evaluated,
also, the dextranase application in removing dextran in sugarcane juice. The crude
extract was partially purified on ion exchange resin DEAE-Sepharose. Dextranase
activity was assessed at different pHs, temperatures and presence of metal ions. Only
two components of the culture medium, pH and NaNOs;, showed a significant effect
(p<0.05) on dextranase production. It was determined that the pH and NaNOs levels
which provided the higher enzyme production were, respectively, 5 g/LL and 5.5. The
dextranase from P. chlamydosporia proved to be effective in removing dextran present
in sugarcane juice, reducing the dextran content by 75% after 12 hours, when compared
to the control treatment. The purification yield was 128%, the purification factor was
2.58, and the specific activity was 114.66 U/mg. The temperature and pH range which
resulted in increased activity were, respectively, 50 °C, and 5.0 to 6.0. The Cu®* ion
inhibited dextranase activity by 55%, and the Mg”* ion increased dextranase activity by

24%, when compared to the control.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cana de agucar, no campo, no transporte e na industria, estd sujeita a infec¢oes
microbianas que levam a producdo de dextrana a partir da sacarose. Segundo Morel du
Boil e Wienese (2002), a presenca de dextranas no processamento de agucar resulta,
principalmente, do atraso pds-colheita e da falta de higiene nas fébricas.

A dextrana-sacarase, enzima necessdria para producdo da dextrana, € sintetizada
por uma variedade de bactérias pertencentes a familia Lactobacillaceae, e em particular
pelos géneros Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus (Rodrigues, 2009).

Dextrana é o nome dado a uma grande variedade de polissacarideos
extracelulares compostos quase exclusivamente por unidades de glicose ligadas
predominantemente por ligacdes a-(1,6), mas também contendo ligacdes glicosidicas a-
(1,2), 0-(1,3) e a-(1,4) (Morel du Boil e Wienese, 2002).

Dentre os problemas causados pela producdo de dextrana na industria de agicar
podemos citar a reducio na concentracdo de sacarose resultante do seu uso na produgao
de dextrana, menor recuperacdo da sacarose como consequéncia da inibicdo da
cristalizacdo, aumento na viscosidade do caldo de cana e xaropes resultantes da
producdo de agicar (Khalikova; Susi; Korpela, 2005). Além disso, a dextrana afeta a
qualidade do produto final, o agicar, uma vez que a expurga dos méis ndo ocorre de
maneira adequada, formando residuos nos cristais de acticar (Batista, 2014; Morel du
Boil e Wienese, 2002), além da formagao de cristais opacos, irregulares, alongados e em
tom caramelo (Jiménez, 2009).

Em trabalho conduzido por Jiménez (2009) ficou evidenciado que, dentre os
estudos por ele analisados, as perdas geradas pela presenca de dextrana correspondem a
valores de 0,35 a 8 kg de acucar por tonelada de cana-de-acicar moida devido a
presenca de 1000 ppm de dextrana no caldo, o que demonstra a necessidade real de se
remover a dextrana do processamento na produgdo de agucar.

Além da perda de sacarose e piora na qualidade do produto final, a presenca da
dextrana no caldo de cana também resulta em maior desgaste do equipamento e
compromete a quantificacdo do teor de sacarose, base para o pagamento da cana-de-
acucar aos produtores (Singleton et al., 2002).

Os métodos de separacdo fisica, tais como ultrafiltracdo, didlise e osmose

reversa sdo métodos uteis para a remo¢do do polissacarido em escala reduzida, no



entanto, em escala comercial, seu uso ainda ndo é economicamente viavel (Morel du
Boil e Wienese, 2002).

Sendo assim, em sua maioria, os métodos usados para remocdo da dextrana
presente nas solugdes de agucar utilizam a hidrélise enzimética através do uso de
dextranase. Dextranases (EC 3.2.1) sdo enzimas responsdveis pela hidrélise de ligacdes
a-(1,6) e ramificacdes formadas por ligagdes glicosidicas a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,4) em
polissacarideos de dextrana. Os principais produtos de sua hidrdlise pelas dextranases
sdo: glicose, isomaltose e isomalto-oligossacarideos (Jaiswal e Kumar, 2011).

A aplicagdo econdmica das dextranases demanda a disponibilidade de uma
enzima adequada ao grau de remocdo da dextrana, sendo esta dependente do tempo,
temperatura e concentracdo da mesma (Morel du Boil e Wienese, 2002).

A producdo de dextranase foi verificada em algumas espécies bacterianas,
fungos filamentosos e um pequeno numero de leveduras, e sua utilizacdo tem ocorrido
em vdrios paises (Bhatia et al., 2010).

Em estudos preliminares, foram testados seis diferentes espécies de fungos
nematofagos para a produgdo de dextranase: Monacrosporium thaumasium, Pycnoporus
sanguineus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Monacrosporium sinense e
Pochonia chlamydosporia. Dentre os fungos analisados, o P. chlamydosporia
apresentou alta atividade de dextranase, sendo selecionado para este estudo.

O P. chlamydosporia ¢ um fungo parasita facultativo de ovos e fémeas de
nematoides, encontrado no solo em varias regides do mundo, tendo sido isolado
diretamente de amostras de solo ou de ovos e cistos de fitonematoides (Lelis, 2014;
Podesta et al., 2009).

Embora existam na literatura indmeros estudos utilizando o fungo P.
chlamydosporia voltados para a sua atividade ovicida e larvicida, e produgdo de
proteases e quitinases (Araujo et al., 2009, 2008; Braga et al., 2008, 2010, 2011; Frassy
et al., 2010; Gouveia et al., 2015; Silva et al., 2010; Soares et al., 2015; Tobin et al.,
2008), ndo existem relatos quanto ao seu uso para producio de dextranases.

Portanto, o objetivo deste estudo foi a produgdo, purificacdo e caracterizagdao
parcial de dextranase a partir do fungo P. chlamydosporia e sua aplicagdo na remog¢ao

da dextrana presente no caldo de cana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Dextranases

Dextranases (EC 3.2.1) sdo enzimas que hidrolisam ligacdes o-(1,6) em
polissacarideos de dextrana. Muitas dextranas contém grande ndmero de ligagcdes
secundarias, que ndo sao ligacdes a-(1,6), podendo conter ramificagdes formadas por
ligacdes glicosidicas a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,4). Assim, enzimas que clivam ligacdes
(1,2), (1,3) e (1,4) em polissacarideos de dextrana também sdo classificadas como
dextranases. Os principais produtos da hidrélise de dextrana pela acdo das dextranases
sdo glicose, isomaltose e isomalto-oligossacarideos. Por isso, as dextranases sdo
comumente chamadas de glucanases (Jaiswal e Kumar, 2011).

Estas enzimas englobam um grande e diverso grupo de enzimas que diferem
entre si pelo modo de atuacdo e produtos gerados na hidrélise da dextrana.
Considerando isto, 0 Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (NC-IUBMB, 2015) classifica as dextranases em:

1) Endodextranases (EC 3.2.1.11), que produzem fragmentos de dextrana e
oligossacarideos, através da hidrolise de ligagdes internas a-(1,6)-D-glicosidicas em
pontos aleatdrios da cadeia polissacaridica.

2) Glicano-1,6-a-D-glicosidases (EC 3.2.1.70), ou exodextranases formadoras de
glicose. Sao exodextranases que atuam hidrolisando ligacdes a-(1,6)-D-glicosidicas de
extremidades redutoras da dextrana ou de oligossacarideos, tendo como produto D-
glicose.

3) Glicano-1,6-a-D-isomaltosidase (EC 3.2.1.94), ou exodextranases formadoras
de isomaltose. Hidrolisam ligagdes a-(1,6)-D-glicosidicas de extremidades nao
redutoras da dextrana ou de oligossacarideos, formando unidades de isomaltose. Para
isto, hidrolisam também liga¢des a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,4).

4) Dextrana-1,6-a-D-isomaltosidase (EC 3.2.1.95), ou exodextranases
formadoras de isomaltotriose. Removem unidades de isomaltotriose através da hidrdlise
de ligacdes a-(1,6)-D-glicosidicas de extremidades ndao redutoras de dextrana ou

isomaltodextrina.



5) Dextranaexo-1,2-a-glicosidase (EC  3.2.1.115) ou exodextranase
desramificadora. Esta enzima hidrolisa apenas liga¢des glicosidicas a-(1,2) das
ramificacdes das dextranas, liberando D-glicose.

O banco de dados Carbohydrate Active Enzymes (CAZy, 2015) classifica as
enzimas que degradam, modificam ou criam ligac¢des glicosidicas segundo semelhancas
nas sequéncias de aminoécidos. Segundo este banco de dados, as dextranases pertencem
a classe das Glicosil Hidrolases (GH), sendo as endodextranases (EC 3.2.1.11) divididas
nas familias 49 e 66; as glicano-1,6-a-D-glicosidases (EC 3.2.1.70) pertencentes as
familias 13 e 15; as glicano-1,6-a-D-isomaltosidase (EC 3.2.1.94) classificadas como

familia 27 e as dextrana-1,6-a-D-isomaltosidases classificadas como familia 49.

2.2. Producio de dextranases

As dextranases sao produzidas por fungos, bactérias e algumas leveduras, e estao
presentes nos rins, figado, intestino delgado e bago dos animais (Sugiura et al., 1973).
Os fungos sdo os principais produtores de endodextranases extracelulares, cuja
atividade enzimética é superior a daquelas produzidas por bactérias e leveduras
(Khalikova, Susi e Korpela, 2005). Dentre as bactérias produtoras de dextranases,
destacam-se as do género Bacillus (Esawy et al., 2012; Mahmoud et al., 2014; Zohra et
al., 2015), Bacteroides, Pseudomonas, Thermoanaerobacter e Strepetococcus
(Khalikova, Susi e Korpela, 2005). Entre as espécies de fungos que produzem
dextranase, estdo Paecilomyces lilacinus (Bhatia et al., 2010, 2015) e espécies
pertencentes aos géneros Penicillium (Mahmoud et al., 2014; Shukla, Madhu e Prabhu,
1989; Sugiura et al., 1973), Chaetomium (Hattori, Ishibashi e Minato, 1981; Khalikova,
Susi e Korpela, 2005; Virgen-Ortiz et al., 2015) e Aspergillus (El-Shamy e Atalla, 2014;
El-Tanash, El-Baz e Sherief, 2011).

As caracteristicas das dextranases, tais como produtos de hidrdlise,
especificidade pelo substrato, massa molecular e efeito de pH, temperatura e efetores
quimicos, produzidas pelos diferentes microrganismos citados variam muito, mesmo
quando comparadas dextranases produzidas por microrganismos pertencentes a0 mesmo
género. Além disso, a composi¢do do meio de cultura, as condi¢des de cultivo e o
microrganismo utilizado também afetam a producao de dextranase (Jiménez, 2009).

As fontes de carbono estudadas para a producdo de dextranases incluem

dextrana, glicose, lactose, dextrina, amido, galactose, maltose, lactose, sacarose, xilana,

4



xilose, pectina, além de fontes naturais, como melago, farelo de milho e farelo de trigo.
No entanto, segundo Abdel-Naby et al. (1999) e El-Masry (1991), constatou-se
producdo significativa de dextranase apenas quando a fonte de carbono utilizada foi
dextrana.

H4 poucos estudos disponiveis na literatura acerca da otimizag¢ao da produgao de
dextranases de fungos. Abdel-Naby et al. (1999) obtiveram atividade de dextranase
produzida por Penicillium funiculosum de 41,8 U/mL ao utilizar meio de cultura
contendo dextrana 3,5%, NaNO; 1%, extrato de levedura 0,2%, K,HPO, 0,4%,
MgS04.7H,0 0,06%, KCl 0,02% e FeSO4.7H,O 0,0001%, com pH inicial 8,0 e
incubacdo a 30°C.

El-Masry (1991) avaliou a producdo de dextranase por Fusarium moniliforme
em meio de cultura liquido contendo dextrana 1%, NaNO;3; 0,2%, K,HPO, 0,2%,
MgS04.7H,0 0,05%, KCI 0,05%, FeSO4.7H,0 0,001%, extrato de levedura 0,2%, com
pH inicial 6,0 e incubacdo a 29°C e rotacdo de 150 rpm, obtendo atividade de
dextranase igual a 66,4 U/mL. Obara-Doi et al. (2003) obtiveram maior atividade de
dextranase (0,9 U/mL) produzida por Fusarium sp. em meio de cultura liquido
composto por amilopectina 0,8%, dextrana 1%, extrato de levedura 0,9%, K,HPO4
0,2%, MgS04.7H,0 0,05%, KCI 0,05% e FeS0O4.7H,0 0,0001%, com pH inicial 6,0 e
incubacdo a 28°C e rotacdo de 180 rpm.

Além da existéncia de poucos estudos relacionados ao assunto, aqueles
existentes utilizam meios de cultura e microrganismos distintos, resultando em
producdo de dextranases muito variada, evidenciando a necessidade de maiores estudos

e padronizagdo destes na otimizacdo da produgdo de dextranases.

2.3. Aplicacoes das dextranases

2.3.1. Aplicacoes clinicas das dextranases e dextranas

Os estudos iniciais a respeito das dextranases voltaram-se a possibilidade de
aplicacdo na producao comercial de dextrana clinica, uma solucdo estéril de dextrana de
peso molecular especifico usada na restauracdo do volume do sangue de pacientes que
sofreram grande perda de sangue. Antes do uso das dextranases para este fim, a
dextrana clinica era produzida por meio de hidrdlise 4cida controlada de dextrana,

seguida de fracionamento com solvente orginico, mas devido a perdas durante o
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processo, o rendimento obtido era de apenas 10 a 12%. O método enzimatico mostrou-
se uma boa alternativa ao método de hidrdlise 4cida, pois necessita de menos energia, os
produtos sdo mais uniformes e o rendimento é maior, de 25% a 52% (Khalikova, Susi e
Korpela, 2005). Segundo estes mesmo autores, dentre as vantagens do uso de dextrana
clinica formada a partir da acdo das dextranases estdo a biocompatibilidade,
biodegradabilidade lenta e a viabilidade de incorporacdo de moléculas em matrizes
formadas por dextranas.

Além do uso de dextrana clinica como substituinte sanguineo, a dextrana tem
sido estudada quanto a formacdo de hidrogéis que atuam como veiculos de liberacdo de
farmacos administrados por via oral. Este método € aplicavel a farmacos potencialmente
perigosos para a mucosa gdstrica, ou sensiveis aos fluidos géstricos, e que devem ser
liberados no intestino, uma vez que as bactérias presentes neste local produzem enzimas
capazes de degradar a dextrana (Pitarresi et al., 2007).

Outra aplicacdo clinica de dextranases consiste no uso destas para hidrolisar
controladamente a dextrana, produzindo isomaltooligossacarideos e oligodextranas
(Mountzouris, Gilmour e Rastall, 2001). Estes oligossacarideos atuam como
prebidticos, pois sdo resistentes as enzimas digestivas de mamiferos presentes no
intestino delgado, mas sdo rapidamente fermentadas no intestino grosso por bactérias
probidticas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, promovendo assim o
crescimento e a proliferacdo de bactérias destes géneros (Khalikova, Susi e Korpela,
2005).

A dextranase pode também ser utilizada como direcionadora de agentes
terapéuticos. Hansen (1998) descreveu o uso da dextranase como direcionadora no
tratamento de cancer, através da criacdo de um anticorpo biespecifico para um antigeno
presente na c€lula alvo e para a dextranase. Este anticorpo € inserido na circulacdo,
ligando-se as células cancerosas, entdo a dextranase € injetada e, consequentemente
capturada pelo anticorpo ligado as células cancerosas. O agente terapéutico conjugado
com dextrana € entdo inserido no sangue, sendo o conjugado clivado pela acdo da

dextranase, liberando o fairmaco para atuar nas células cancerosas.

2.3.2. Aplicacao de dextranases no tratamento de placa dentaria

Em dentes molares, caries podem se desenvolver em fissuras e sulcos pela acao

de bactérias, no entanto as lesdes nas superficies lisas dos demais dentes ndo podem ser
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formadas da mesma maneira. Para que tais lesdes de superficie lisa ocorram, é
necessario o acimulo de uma camada de polissacarideos sobre a superficie dos dentes
(Naessens et al., 2005).

A estrutura e composicao dessa placa dentdria, biofilme bacteriano aderido a
superficie dos dentes, € bastante variada, sendo composto por bactérias, substancias
poliméricas extracelulares de origem microbiana (polissacarideos insoldveis em dgua) e
outras particulas (Khalikova, Susi e Korpela, 2005; Xavier et al., 2005).
Aproximadamente 20% do peso seco da placa dentdria é constituido por estes
polissacarideos (Marotta et al., 2002).

Tais substancias sdo definidas por Wingender et al. (1999) como sendo
"polimeros organicos de origem microbiana que em sistemas de biofilme sdo
frequentemente responsdveis pela ligacdo de células e outros materiais particulados
entre si (coesdo) e ao substrato (adesdo)" e, quando degradados e removidos, previnem
o aparecimento de doengas orais tal como as céries.

Diversas sdo as estratégias que podem ser aplicadas no intuito de remover
biofilmes indesejados. Estas incluem: (1) a limpeza mecénica, (i1) a utilizacdo de agentes
antimicrobianos, (iii) interrompendo o crescimento do biofilme através da remocao de
nutrientes essenciais, (iv) inibi¢do da adesdo microbiana a superficie e (v) promovendo
o descolamento da biomassa (Xavier et al., 2005).

Vale ressaltar que a limpeza mecanica e o uso de agentes antimicrobianos ainda
sdo os métodos mais utilizados, sendo a escovagdo o principal método na remog¢do da
placa dentéria, no entanto inimeros outros métodos vém sendo estudados visando uma
remog¢ao mais eficiente (Xavier et al., 2005). Desta forma, o uso de substincias que
promovam a remogdo direta do biofilme através da destruicdo da integridade fisica de
sua matriz parece ser uma alternativa promissora (Chen e Stewart, 2000).

Os principais microrganismos presentes nas caries sao as bactérias do género
Streptococcus cujo potencial cariogé€nico estd diretamente relacionado a sua capacidade
de produzir polissacarideos soldveis (dextranas) e insoliveis (mutanas) em 4gua a partir
da sacarose (Naessens et al., 2005).

As dextranas sdo essenciais para a adesdo e cariogenicidade da placa em
questdo. Sendo assim, dextranas desempenham um papel chave no desenvolvimento,
proliferagdo, e integridade estrutural da placa dentdria (Marotta et al., 2002).

Desta forma, o fato da dextrana ser um componente da placa bacteriana tem sido

uma das principais forcas motrizes no estudo das dextranases (Khalikova, Susi e
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Korpela, 2005), sendo sua aplicacdo em diversos produtos comerciais, como pastas de
dente, antissépticos bucais e gomas de mascar, visando a prevencdo e o tratamento de
placas bacterianas, uma realidade (Echeandia et al., 1971; Lukacovic e Majeti, 1994;

Shimada, Akiyama e Sudo, 1984; Vidra e Nachtigal, 1976).

2.3.3. Aplicacao das dextranases na industria de acgiicar

O crescimento de bactérias do gé€nero Leuconostoc é um dos principais
causadores da deterioragdo pds-colheita da cana-de-agucar (Jaiswal e Kumar, 2011).
Estas bactérias produzem dextrana a partir da sacarose presente na cana-de-actcar.
Dentre os problemas causados pela producao de dextrana na industria de actcar estdo a
perda de sacarose, devido ao uso desta para produzir dextrana, a menor recuperagdo da
sacarose, como consequéncia da inibicdo da cristalizagdo, e o aumento da viscosidade
dos caldos de cana e xaropes resultantes da producdo de acucar (Khalikova, Susi e
Korpela, 2005).

No processamento de acucar, as centrifugas funcionam em altas rotacoes, de
forma que xaropes de alta viscosidade podem desestabilizar o eixo, prejudicando o
equilibrio, resultando em desgaste do equipamento. Além disso, as telas acopladas as
centrifugas tém a fun¢do de reter os cristais de acticar formados, permitindo a passagem
dos méis. No entanto quando o xarope apresenta maior viscosidade, a expurga dos méis
ndo ocorre de maneira adequada, formando residuos nos cristais de agucar que
prejudicam a qualidade do actcar (Batista, 2014). A presenca de altos niveis de
dextrana resulta na formagdo de cristais opacos, irregulares, alongados e em tom
caramelo (Jiménez, 2009), caracteristicas que reduzem o valor comercial do produto.

Outra consequéncia da presenca de dextrana é que esta € trés vezes mais
dextrogira em comparagdo a sacarose. O pagamento da cana-de-acucar aos produtores €
feito considerando-se o teor de sacarose em relacdo ao teor de actcares totais, e o teor
de sacarose ¢ medido através de um equipamento que mede o desvio da luz polarizada,
o polarimetro. Como a dextrana € mais dextrogira que a sacarose, a presenga de
dextrana resulta em quantificacdo do teor de sacarose acima do valor verdadeiro
(Singleton et al., 2002).

Jiménez (2009) descreveu que, dentre os estudos por ele analisados, as perdas
geradas por dextrana correspondiam a valores de 0,35 a 8 kg de acucar por tonelada de

cana-de-agiicar moida devido a presenca de 1000 ppm de dextrana no caldo,
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demonstrando a necessidade de remoc¢do da dextrana do processo de producdo de
acucar.

O principal método de remocdo de dextrana do caldo de cana é a hidrdlise
enzimatica. As dextranases atuam reduzindo a massa molecular, e consequentemente, a
viscosidade dos caldos de cana (Khalikova, Susi e Korpela, 2005), tendo seu uso para
remover dextrana na industria de agicar comeg¢ado na década de 70, na Austrilia
(Eggleston e Monge, 2005). Outros métodos foram propostos para remog¢ao de dextrana
do caldo de cana, tais como ultrafiltragdo, osmose reversa e didlise, no entanto estes
métodos ndo se mostraram eficazes e economicamente vidveis para a industria de agicar
(Jiménez, 2009). O uso do método enzimatico de remog¢ao de dextrana do caldo de cana
ndo interfere no processo de producdo do agucar, e além de aumentar o desempenho
produtivo, também aumenta a qualidade do agucar (Jaiswal e Kumar, 2011).

A atividade das dextranases € influenciada pelo pH, temperatura, tempo de
reacdo, concentracdao de substrato, qualidade da matéria prima, volume de caldo e tipo
da planta industrial. Desta forma, cada dextranase tem temperatura, pH e tempo de
reacdo que proporcionam maior atividade, além das caracteristicas peculiares para
aplicacdo de cada usina. Estas caracteristicas se traduzem em grande variacdo de fatores
que dificultam o desenvolvimento de uma metodologia generalista para aplicacdo de
dextranases na inddstria de acucar (Batista, 2014). Apesar da discrepancia entre os
protocolos existentes, a maioria dos produtos disponiveis para aplicacdo na industria de

acucar € produzida a partir de fungos do género Chaetomium (Jiménez, 2009).

2.4. Pochonia chlamydosporia

P. chlamydosporia é um fungo, parasita facultativo de ovos e fémeas de
nematoides, encontrado no solo em vdrias regides do mundo, tendo sido isolado
diretamente de amostras de solo ou de ovos e cistos de fitonematoides (Lelis, 2014,
Podestd et al., 2009). Este fungo foi relatado parasitando ovos do fitonematdide
Heterodera schachtii pela primeira vez por Willcox & Tribe (1974).

Quando usado como controle biolégico de nematoides, este fungo possui a
vantagem de se desenvolver na superficie de raizes, colonizar massas de ovos de uma s6
vez, eliminando grande quantidade ovos. Além disso, a protease produzida por este
fungo age também sobre a casca do ovo, aumentando sua permeabilidade e,

consequentemente, promovendo a passagem de outras substancias toxicas produzidas
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pelo fungo (Figueiredo, 2014). Outro ponto positivo € o fato de este fungo produzir
clamidésporos com paredes espessas, que sdo estruturas de resisténcia que aumentam
sua sobrevivéncia e permanéncia no solo, possibilitando sua sobrevivéncia em
condic¢des adversas (Monteiro, 2013; Podestd, 2015).

A atividade nematdfaga de P. chlamydosporia baseia-se no desenvolvimento de
apressorios, estruturas que permitem aderéncia a superficie do ovo. A penetracao no ovo
se da por forca mecanica do apressorio e por acao enzimdtica, resultando em destruicao
do ovo (Lysek e Sterba, 1991).

Estudos relatam a capacidade de P. chlamydosporia destruir ovos de diversos
géneros de helmintos, tanto em condig¢des laboratoriais quanto em condi¢des de campo,
tais como Ascaris suum (Aradjo et al., 2008), Echinostoma paraensei (Lelis, 2014),
Meloidogyne javanica (Podesta, 2015), Ascaris lumbricoides (Braga et al., 2007; Lysek
e Sterba, 1991), Globodera pallida e Globodera rostochiensis (Tobin et al., 2008),
Fasciola hepatica (Braga et al., 2008), Taenia saginata (Aradjo et al., 2009), Toxocara
canis (Frassy et al., 2010), Trichuris vulpis (Silva et al., 2010).

Estudos recentes relatam que o extrato bruto produzido pelo fungo P.
chlamydosporia reduz de forma eficaz o nimero de larvas de nematoides de diversas
espécies, bem como a eclosdo dos ovos, sendo estas atividades larvicida e/ou ovicida
resultantes da atuacdo de proteases e quitinases presentes no extrato bruto (Braga e
Araujo, 2014; Braga et al., 2010, 2011; Gouveia et al., 2015; Soares et al., 2015).

Apesar de haver muitos estudos a respeito do fungo P. chlamydosporia, sua
atividade ovicida e larvicida, e producdo de proteases e quitinases, nao ha relatos

disponiveis na literatura sobre o uso de P. chlamydosporia na producdo de dextranases.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Investigar a producdo de dextranase pelo fungo Pochonia chlamydosporia e sua

aplicacdo na remocgao de dextrana do caldo de cana

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os fatores que influenciam a producdo de dextranase do fungo
Pochonia chlamydosporia

e Determinar os niveis destes fatores que proporcionam maior producido de
dextranase

e Avaliar o efeito da dextranase na remocao de dextrana do caldo de cana

e Purificar parcialmente e caracterizar a dextranase produzida pelo fungo

Pochonia chlamydosporia
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CAPITULO 1

Otimizacao da producao de dextranase de Pochonia chlamydosporia (VC4) e sua

aplicacao na remocio de dextrana em caldo de cana
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Otimizacao da producao de dextranase de Pochonia chlamydosporia (VC4) e sua

aplicacao na remocao de dextrana em caldo de cana

Resumo

Dextranases (EC 3.2.1) sdo enzimas que hidrolisam ligacdes a-(1,6), a-(1,2), a-(1,3) e
a-(1,4) em polissacarideos de dextrana, sendo produzidas por fungos, bactérias e
algumas leveduras. O objetivo deste trabalho foi otimizar a produ¢do de dextranase do
fungo Pochonia chlamydosporia (VC4), e avaliar sua atividade na reducdo de dextrana
em caldo de cana. Os efeitos, sobre a producdo de dextranase de P. chlamydosporia, de
diferentes componentes do meio de cultura foram analisados através do delineamento de
Plackett-Burman e do delineamento composto central. A superficie de resposta foi
utilizada para determinar quais os niveis, dentre as varidveis que influenciam a
producdo de dextranase, proporcionam maior producdo destas enzimas pelo fungo P.
chlamydosporia. Avaliou-se, ainda, o efeito da dextranase na remoc¢do de dextrana
presente no caldo de cana. Observou-se que apenas dois componentes do meio de
cultura, NaNOs e pH, demonstraram efeito significativo (p<0,05) sobre a producio de
dextranase, e determinou-se que os niveis de NaNOs e pH que proporcionaram maior
producdo desta enzima foram, respectivamente, 5 g/L e 5,5. A dextranase de P.
chlamydosporia mostrou-se eficaz em remover a dextrana presente no caldo de cana,

reduzindo em 75% o teor de dextrana apds 12 horas, quando comparado com o controle.

Palavras-chave: qualidade de acicar, dextranase, otimizagdo, Pochonia

chlamydosporia

Abstract

Dextranases (EC 3.2.1) are enzymes that hydrolyze a-(1,6), a-(1,2), a-(1,3) and a-(1,4)
bonds in dextran polysaccharides, being produced by fungi, bacteria and some yeasts.
The purpose of this study was to optimize dextranase production from fungus Pochonia
chlamydosporia (VC4), and evaluate its activity on the dextran reduction of sugarcane
juice. The effects over the P. chlamydosporia dextranase production from different
components of the culture medium were analyzed by Plackett-Burman experimental

design and central composite design. The response surface was used to determine the
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levels, among the variables influencing dextranase production, provide greater
production of these enzymes by the P. chlamydosporia fungus. It was evaluated, also,
the dextranase effect in removing dextran present in sugar cane juice. It was noted that
only two components of the culture medium, pH and NaNOs, showed a significant
effect (p<0.05) on dextranase production, and it was determined that the pH and NaNOs3
levels which provided the higher enzyme production were, respectively, 5 g/L and 5.5.
The dextranase from P. chlamydosporia proved to be effective in removing dextran
present in sugar cane juice, reducing the dextran content by 75% after 12 hours, when

compared to the control treatment.

Keywords: sugar quality, dextranase, optimization, Pochonia chlamydosporia
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1. INTRODUCAO

Dextrana é o nome dado a uma grande variedade de polissacdridos extracelulares
composto exclusivamente por unidades de glicose ligadas predominantemente por
ligacdes a-(1,6), mas também contendo ligacdes glicosidicas a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,4)
(Morel du Boil e Wienese, 2002).

Sua producdo é uma propriedade comum aos microrganismos em ambientes
naturais e sua ocorréncia tem sido demonstrada tanto em microrganismos procariotos
como em eucariotos (Wingender, Neu e Flemming, 1999).

Tal substancia € responsdvel por indmeros problemas na inddstria agucareira.
Dentre eles destacam-se a redugdo na concentragdo e menor taxa de recuperacdo da
sacarose, aumento na viscosidade do caldo de cana e xaropes (Khalikova; Susi; Korpela,
2005), e piora na qualidade do produto final, o acucar (Batista, 2014; Morel du Boil e
Wienese, 2002), além da formacdo de cristais opacos, irregulares, alongados e em tom
caramelo (Jiménez, 2009).

Além da perda de sacarose e piora na qualidade do produto final, a sua presenca
no caldo de cana também resulta em maior desgaste do equipamento € compromete a
quantificacdo do teor de sacarose, base para o pagamento da cana-de-acliicar aos
produtores (Singleton et al., 2002).

Dextranase é uma enzima que degrada especificamente moléculas de dextrana
de alto peso molecular em dextranas menores, reduzindo assim a viscosidade do caldo,
massa cozida e melago. Com o uso da dextranase, o alongamento dos graos cessa, 0s
tempos de ebulicdo sdo encurtados, e o produto flui mais suavemente devido a
diminui¢do da viscosidade (Cuddihy et al., 2000).

A produgdo de dextranase foi verificada em algumas espécies de bactérias,
fungos filamentosos e um pequeno numero de leveduras e sua utilizagdo tem ocorrido
em vdrios paises (Bhatia et al., 2010).

O fungo P. chlamydosporia, utilizado no presente estudo, € um fungo parasita
facultativo de ovos e fémeas de nematoides, encontrado no solo em vérias regides do
mundo, tendo sido isolado diretamente de amostras de solo ou de ovos e cistos de
fitonematoides (Lelis, 2014; Podesta, 2015).

Embora existam na literatura indmeros estudos utilizando o fungo P.
chlamydosporia voltados para a sua atividade ovicida e nematicida, e producdo de

proteases e quitinases (Araudjo et al., 2009, 2008; Braga et al., 2008, 2010, 2011; Frassy
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et al., 2010; Gouveia et al., 2015; Silva et al., 2010; Soares et al., 2015; Tobin et al.,
2008), ndo existem relatos quanto ao seu uso para producdo de dextranases.

Portanto, o objetivo deste estudo foi otimizar a producdo de dextranase a partir
de fonte flngica, P. chlamydosporia e sua aplicagdo na remocdo da dextrana presente

no caldo de cana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo do fungo e obtencao do extrato enzimatico

O fungo P. chlamydosporia isolado VC4, originado de solo brasileiro, cedido
pelo Laboratério de Parasitologia do Departamento de Veterindria da Universidade
Federal de Vicosa, foi mantido em meio sélido de 4gar batata dextrose (BDA), sob
refrigeracdo, a 4°C. O fungo foi ativado antes da inocula¢do no meio de cultura liquido,
sendo repicado para uma nova placa de Petri em meio de BDA. As colonias foram
transferidas na forma de discos e, entdo, foram incubadas por 10 dias a 28°C.

Para a inoculagdo em meio de cultura liquido, foram retirados das bordas das
placas de Petri quatro discos de igual tamanho. Estes discos foram inoculados em
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido, previamente autoclavados a
121 °C durante 15 minutos. O meio liquido continha dextrana 10 g/L, NaNO; 10 g/L,
KH,PO4 4 g/, MgS0O4+.H,O 0,5 g/, KCl 0,5 g/L, ZnSO4.7H,O 0,178 g/L e
FeSO,4.7H,0 0,18 g/L. Apds a inoculacao, os frascos foram mantidos a 28 °C e 180 rpm
por 7 dias. Apos este periodo, o conteudo dos erlenmeyers foi filtrado em filtro de nylon

e centrifugado a 10000 g por 20 minutos, obtendo-se o extrato bruto.

2.2. Medida da atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi medida avaliando-se a quantidade de actcares
redutores produzidos a partir da hidrélise da dextrana pelo método do dcido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). O ensaio enzimaético foi realizado em tubos de
ensaio, utilizando-se 750 uL de solug@o tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,2, 200
puL de solugdo de dextrana 1% e 50 pL de amostra enzimatica. Os reagentes foram
incubados a 50 °C durante 15 minutos. Apds este tempo, a reagdo foi interrompida
adicionando-se 1 mL do reagente de DNS. As amostras foram aquecidas por 5 minutos
em banho-maria. Apés o banho fervente, foram adicionados 2 mL de dgua a cada tubo
de ensaio. As leituras de absorbdncia foram realizadas a 540 nm. Para se obter a
quantidade de agucar redutor a partir dos valores de absorbancia, foi construida uma
curva padrdo com glicose, cuja concentracdo variou de 0,22 a 2,44 umol/mL. Uma

unidade (U) de dextranase foi definida como a quantidade da enzima que catalisa a
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liberacdo de 1 umol de aguicar redutor por minuto nas condicdes do ensaio. Todas as

medidas de atividade enzimadtica foram realizadas em triplicata.

2.3. Efeito do tempo de incubacio na producio de dextranase

Durante 11 dias, foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada uma das trés
repeticoes, que foi transferida pra um microtubo tipo eppendorf e centrifugada a 10000
g por 20 minutos. Estas amostras foram submetidas a medida da atividade de
dextranase. O meio de cultura liquido foi preparado como descrito no item 2.1. Os
dados obtidos foram comparados por meio de andlise de varidncia (ANOVA) e
aplicacdo do teste de Tukey, com significancia de 5%, utilizando-se o software Bioestat

5.0.
2.4. Pré-caracterizacao enzimatica
2.4.1. Efeito do pH na atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi mensurada no extrato bruto utilizando-se tampao
citrato-fosfato 100 mM com diferentes valores de pH: 2,2; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0.
Os ensaios foram realizados nas condi¢Oes descritas no item 2.2, utilizando-se a solugdo
tampao nos referidos valores de pH.
2.4.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi determinada no extrato bruto utilizando-se
diferentes temperaturas de incubacdo da reagdo: 30, 40, 50 e 60 °C, mantendo-se as
demais condi¢des descritas no item 2.2, com excecdo da solu¢do tampdo, sendo
utilizada a solucao tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,0.

2.4.3. Efeito do tempo de reacao na atividade de dextranase

A atividade da dextranase foi medida no extrato bruto utilizando-se diferentes

tempos de incubacgdo da reacdo: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Neste ensaio, € em todos
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os outros seguintes, foram usados a temperatura ¢ o pH que resultaram em maior

atividade enzimatica, ou seja, 50 °C, e tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,0.

2.5. Delineamentos Experimentais

2.5.1. Plackett-Burman

Com o objetivo de determinar quais componentes do meio de cultura

influenciam significativamente a produgdo de dextranase pelo fungo P. chlamydosporia

(VC4), avaliou-se as seguintes varidveis através do delineamento de Plackett-Burman
(Plackett e Burman, 1946): dextrana (g/L), NaNOs; (g/L), KH,POs (g/L), sais
(MgS04.H,0, KCl, ZnS0,4.7H,0, FeSO4.7H,0) (g/L), pH e tempo de incubacdo (dias).

Para esta analise, foi utilizado o software Minitab 16. Cada fator foi analisado em dois

niveis: -1 para o nivel inferior e +1 para o nivel superior. As varidveis e seus niveis

analisados estdo demonstrados na Tabela 1. A matriz do delineamento experimental estd

demonstrada na Tabela 2.

Tabela 1. Nivel inferior (-1) e superior (+1) das seis varidveis analisadas pelo

delineamento Plackett-Burman

Variavel Nivel inferior (-1)  Nivel superior (+1)
Dextrana (g/L) 2 20
NaNO; (g/L) 0 10
KH,POy4 (g/L) 0 4
MgSOy4 0 0,5
Sais (g/L) kal 0 0>
ZnSOy4 0 0,178
FeSO,4 0 0,180
pH 4,5 )
Tempo (dias) 7 11
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Tabela 2. Matriz do design experimental de Plackett-Burman para os seis fatores estudados.

Sais Minerais

Ensaio  Dextrana (/L) NaNO; KH,PO, H Tempo de Incubacao
(g/L) (g/L) MgSO,4 KCl ZnS0Oy4 FeSO, P (dias)
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 20 0 4 0 0 0 0 4,5 7
2 20 10 0 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 7
3 2 10 4 0 0 0 0 7.5 7
4 20 0 4 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 11
5 20 10 0 0,5 0,5 0,178 0,180 7,5 7
6 20 10 4 0 0 0 0 7,5 11
7 2 10 4 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 11
8 2 0 4 0,5 0,5 0,178 0,180 ) 7
9 2 0 0,5 0,5 0,178 0,180 7,5 11
10 20 0 0 0 0 0 0 7,5 11
11 2 10 0 0 0 0 0 4,5 11
12 2 0 0 0 0 0 0 4,5 7

26



2.5.2. Delineamento composto central

Este delineamento foi utilizado para aplicar a metodologia de superficie de
resposta, e assim determinar o nivel ideal das varidveis selecionadas a partir do
delineamento Plackett-Burman (pH e NaNOs), bem como suas possiveis interagdes.
Cada variavel teve seu efeito avaliado em cinco niveis experimentais: -a, -1, 0, +1, +a,

onde q=2""*

, sendo n o nimero de varidveis e 0 correspondente ao ponto central. Foram
feitos 13 experimentos, sendo 5 replicatas do ponto central. Os dados foram analisados
utilizando-se o software Design Expert 7.0. As varidveis e seus niveis analisados sdo
mostrados na Tabela 3. A matriz do delineamento experimental é mostrada na Tabela 4.
As outras varidveis ndo selecionadas no delineamento Plackett-Burman foram mantidas

como descrito no item 2.1.

Tabela 3. Niveis das duas varidveis analisadas pelo delineamento composto central
(DCC) na produgdo de dextranase pelo fungo Pochonia chlamydosporia

Niveis

Variavel -Q -1 0 +1 +a

NaNOs (g/L) 1,89 5 12,5 20 23,11
pH 4,88 5,5 7 8,5 9,12
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Tabela 4. Matriz do delineamento composto central para os dois fatores analisados na
producdo de dextranase pelo fungo Pochonia chlamydosporia

Ensaio NaNO; (g/L) pH
1 5 5,5
2 20 5,5
3 5 8,5
4 20 8,5
5 1,89 7
6 23,11 7
7 12,5 4,88
8 12,5 9,12
9 12,5 7
10 12,5 7
11 12,5 7
12 12,5 7
13 12,5 7

2.6. Aplicacao da dextranase na remocao de dextrana do caldo de cana

Para a extracdo do caldo de cana, foi utilizado o cultivar RB867515 de cana de
acucar obtido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Apos
a colheita, a cana foi armazenada a temperatura ambiente por 7 dias. O caldo foi
extraido de 5 canas utilizando-se moedor de cana, e logo em seguida, foi filtrado em
filtro de nylon para remover sujidades.

Procedeu-se a quantificacdo de dextrana no caldo de cana imediatamente apds
sua extracdo. Diferentes quantidades (0, 5, 10 e 15 U) de dextranase, a partir do extrato
bruto, foram adicionadas a 100 mL de caldo de cana, e a dextrana residual foi
quantificada apdés 12 h. A quantificacdo de dextrana foi feita segundo o método de
Roberts (Roberts, Clarke e Godshall, 1983). Neste método, todos os polissacarideos sao
separados do actcar usando 4cido tricloroacético e dlcool. A dextrana é precipitada
seletivamente com sulfato de cobre alcalino, e quantificada colorimetricamente por
meio de sua reagdo com fenol e acido sulfurico. Os dados obtidos foram comparados
por meio de andlise de variancia (ANOVA) e aplicagdo do teste de Tukey, com

significancia de 5%, utilizando-se o software Bioestat 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do tempo de incubaciao na producio de dextranase

A producdo de dextranase foi acompanhada durante 11 dias (Figura 1). A maior
producdo de dextranase em valores absolutos ocorreu no oitavo dia de incubacdo, no
entanto, as atividades de dextranase nos dias 6, 7, 8 e 9 ndo diferiram significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). Deste modo, para os demais ensaios de producdo
de dextranase, foram utilizados 7 dias de incubagao.

Bhatia et al. (2010) determinaram que Paecilomyces lilacinus alcangou
producdo maxima de dextranase com 5 dias de incubag¢do. Ao estudar a dextranase
produzida por Fusarium moniliforme, E1-Masry (1991) observou que a maior produgdo
ocorreu com 8 dias de incubagdo, e Abdel-Naby et al. (1999) relataram que Penicillium
Sfuniculosum teve maior producdo de dextranase com 7 dias de incubacdo, fato similar ao

observado no presente estudo.
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Figura 1. Atividade de dextranase produzida pelo fungo Pochonia chlamydosporia em
funcdo do tempo de incubacdo em fermentacdo submersa a 28 °C e 180 rpm. * indica
que nao houve diferencga significativa na atividade de dextranase (p>0,05) entre os dias
marcados, pelo teste de Tukey.

3.2. Pré-caracterizacao enzimatica

O tempo de reacdo, pH e temperatura de uma reacdo enzimdtica devem ser
avaliados para se determinar quais as melhores condi¢des para a ocorréncia da reacgao.

Ao analisar a produgdo de agucares redutores/mL em funcdo do tempo de reagdo
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2.

(Figura 2), observou-se que 10 minutos de reacdo ¢é suficiente para a reagdo ocorrer. E
importante que o tempo de reacdo seja pequeno, pois assim garante-se que a cinética da
reacdo enzimdtica esteja muito proxima ao estado estaciondrio, e desta forma pode-se
considerar a velocidade inicial como zero. Assim, para os demais ensaios de atividade, o
tempo de reagdo utilizado foi 10 minutos.

Depois de definido o tempo de reagdo, avaliou-se o efeito da temperatura (Figura
3) e do pH (Figura 4) na atividade de dextranase. A temperatura de 50 °C e o pH 6,0
apresentaram maior atividade de dextranase, no entanto a enzima apresentou alta
atividade na faixa de pH 4,0 a 7,0. Diante destes resultados, os ensaios posteriores de
atividade de dextranase foram feitos a 50 °C, pH 6,0 e com 10 minutos de reac¢ao.

Estes resultados corroboram os resultados encontrados por Bhatia et al. (2015),
que determinaram que a dextranase produzida por P. lilacinus apresentou maior
atividade em pH 5,0 e temperatura de 50 °C. Por outro lado, a dextranase produzida por
Aspergillus subolivaceus demonstrou maior atividade em pH 5,5 e temperatura de 60 °C
(El-Tanash, El-Baz e Sherief, 2011), e a dextranase produzida por Penicillium lilacinum
exibiu atividade maxima na faixa de pH de 4,5 a 5,5 e na faixa de temperatura de 30 a

35 °C (Aslan e Tanriseven, 2007) .
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Figura 2. Produgdo de acticares redutores/mL em func¢do do tempo de reagdo da
dextranase produzida pelo fungo Pochonia chlamydosporia.
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Figura 3. Efeito da temperatura de incubacdo da reacdo de atividade enzimdtica de
dextranase presente no extrato bruto produzido por Pochonia chlamydosporia.
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Figura 4. Efeito do pH na reacdo de atividade enzimdtica de dextranase presente no
extrato bruto produzido por Pochonia chlamydosporia.

3.3. Otimizacao da producio de dextranase

O delineamento Plackett-Burman permitiu determinar quais, dos fatores
estudados, influenciam significativamente a producdo de dextranase de P.
chlamydosporia. As seguintes varidveis analisadas ndo apresentaram efeito significativo
(p>0,05): Dextrana (p=0,780), KH,PO4 (p=0,988), sais (p=0,938) e tempo de incubacio
(p=0,363). Nas condi¢Oes do experimento, foi constatado que a fonte de nitrogénio
(NaNOs;) apresentou efeito significativo (p<0,05) e que a varidvel pH apresentou

tendéncia a efeito significativo (p=0,054) (Tabela 5). A matriz do delineamento
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experimental com os valores de atividade de dextranase obtidos para cada corrida é

mostrada na Tabela 6.

Tabela 5. Efeitos estimados das varidveis estudadas no delineamento de Plackett-
Burman na produg¢do de dextranase de Pochonia chlamydosporia

Efeito Coef SE Coef Teste-t p-valor

Intercepto 0,5700 0,0337 16,88 0,000
Dextrana 0,0199 0,0099 0,0337 0,30 0,780
NaNO; 0,2129 0,1064 0,0337 3,15 0,025
KH,PO, -0,0011 -0,0005 0,0337 -0,02 0,988
Sais -0,0055 -0,0027 0,0337 -0,08 0,938
pH 0,1698 0,0849 0,0337 2,51 0,054
Tempo 0,0676 0,0338 0,0337 1,00 0,363

Coef: coeficiente; SE: desvio padrdo; Teste-t: valor das varidveis determinado pelo teste t-
student em nivel de 5% de probabilidade; p-valor.
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Tabela 6. Matriz do delineamento Plackett-Burman e os resultados de atividade de dextranase.

Sais Minerais Tempo de
. Dextrana NaNO; KH,POq4 . Atividade de Dextranase
Bhsalo oty @l) @1y MeSO. KCI ZnSO, Feso, pH  Incubacio (U/mL)
L) (L) (@L) (gL) (dias)
1 20 0 4 0 0 0 0 4,5 7 0,308
2 20 10 0 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 7 0,553
3 2 10 4 0 0 0 0 7.5 7 0,875
4 20 0 4 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 11 0,557
5 20 10 0 0,5 0,5 0,178 0,180 7,5 7 0,748
6 20 10 4 0 0 0 0 7,5 11 0,732
7 2 10 4 0,5 0,5 0,178 0,180 4,5 11 0,553
8 2 0 4 0,5 0,5 0,178 0,180 7,5 7 0,393
9 2 0 0 0,5 0,5 0,178 0,180 7,5 11 0,600
10 20 0 0 0 0 0 0 7,5 11 0,582
11 2 10 0 0 0 0 0 4,5 11 0,599
12 2 0 0 0 0 0 0 4,5 7 0,341
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A partir dos resultados do delineamento experimental Plackett-Burman, o
delineamento composto central foi utilizado para determinar os niveis 6timos das duas
varidveis selecionadas (NaNO; e pH). Foram feitos 13 ensaios com diferentes
combinacdes das duas varidveis. O ponto central foi repetido cinco vezes, para estimar o
erro. A matriz do delineamento experimental com os valores de atividade de dextranase
observados é mostrada na Tabela 7.

O modelo de regressdo foi testado estatisticamente pelo teste F, e a andlise de
variancia (ANOVA) foi usada para o modelo quadritico da superficie de resposta
(Tabela 8). O modelo quadrético foi significativo com p-valor 0,0003. Além disso, a
falta de ajuste ao modelo ndo foi significativa, com p-valor 0,1036. O R? do modelo foi
0,94, indicando a confiabilidade deste modelo. A maior atividade de dextranase
observada foi 4,388 (U/mL) nas condi¢des de pH 4,88 e NaNO; 12,5 (g/L).

Os resultados demonstram que o termo linear do pH, o termo quadrético do pH e
o termo referente a interacdo entre pH e NaNOj tem efeito significativo (p<0,05) na
producdo de dextranase por P. chlamydosporia.

A equacdo abaixo representa a atividade de dextranase, apds a remocdo dos

termos relacionados as varidveis ndo-significativas (p>0,05):

Y =31,65860 — 6,92677X, + 0,047721X,X, + 0, 38916X§
Onde Y € a atividade de dextranase e X; e X, correspondem ao pH e NaNOs,

respectivamente.

Na Figura 5, € exibida a superficie de resposta tridimensional gerada segundo o
modelo final de produ¢do de dextranase pelo fungo P. chlamydosporia. Pela Figura 5,
pode-se observar que a diminui¢do do pH e do NaNOs; resulta em maior producdo de

dextranase.
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Tabela 7. Matriz experimental do delineamento composto central, usando duas
varidveis e seus respectivos valores de atividade de dextranase de Pochonia
chlamydosporia.

Atividade de
Ensaio NaNOs (g/L) pH Dextranase
(U/mL)

1 5 5,5 4,354
2 20 5,5 3,534
3 5 8,5 0,724
4 20 8,5 1,872
5 1,89 7 1,842
6 23,11 7 1,143
7 12,5 4,88 4,388
8 12,5 9,12 0,773
9 12,5 7 1,366
10 12,5 7 0,788
11 12,5 7 1,403
12 12,5 7 1,262
13 12,5 7 0,900

Tabela 8. Andlise da varidncia para a equacdo resposta obtida na producdo de
dextranase pelo fungo Pochonia chlamydosporia em fermentacido submersa.

Fonte SQ GL MQ F p-valor
NaNO; 0,088 1 0,088 0,48 0,5113
pH 14,00 1 14,00 76,21 <0,0001
NaNO;*pH 1,15 1 1,15 6,27 0,0407
NaNO; 0,77 1 0,77 4,16 0,0807
sz 5,33 1 5,33 29,02 0,0010
Modelo 20,91 5 4,18 22,76 0,0003
Falta de
Ajuste 0,97 3 0,32 4,09 0,1036
Erro 0,32 4 0,079
Total 22,20 12

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos quadrados.
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Figura 5. Superficie de resposta da producdo de dextranase pelo fungo Pochonia
chlamydosporia em fermentagdo submersa.

3.4. Aplicacao da dextranase na remocao de dextrana do caldo de cana

O armazenamento do caldo de cana durante 12 horas resultou em aumento no
teor de dextrana de 3,62 para 28,84 mg/100 mL. Com a adicdo de dextranase ao caldo
de cana, foi observado menor aumento do teor de dextrana, quando comparado ao
controle, o que demonstra a remog¢ao de dextrana pela atuacdo da dextranase (Tabela 9).
Ao adicionar dextranase na concentracdo de 15 U/100 mL de caldo de cana, o teor de
dextrana medido ap6s 12 horas foi 7,158 mg/100 mL de caldo de cana, o que significa
uma reducdo de 75% do teor de dextrana, quando comparado ao caldo de cana ndo
tratado (28,84 mg de dextrana/100 mL de caldo de cana) (Tabela 9). Pelo teste de
Tukey, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o caldo de cana tratado com 10
e com 15 U/100 mL de caldo de cana. A remogdo de dextrana do caldo de cana
utilizando-se dextranase produzida por fungo foi descrita por Bhatia ef al. (2015) que,
ao adicionar 5, 10 e 15 U de dextranase parcialmente purificada de P. lilacinus a 100
mL de caldo de cana, observaram, apds 12 horas, redu¢do do teor de dextrana de

38,89%, 52,74% e 61,11%, respectivamente.
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Tabela 9. Remocdo da dextrana em caldo de cana pela aplicagdo de dextranase de
Pochonia chlamydosporia, em diferentes concentragdes com 12 h de tratamento.

Dextranase (unidades/100 Dextrana (mg/100 mL de caldo de cana) apés o tempo (h)

ml de caldo de cana) 0 12
0 3,62 +0,10 28,84 £5,58 ¢
5 3,62 +0,10 16,10 £ 0,69 (44%) °
10 3,62 +0,10 10,06 + 1,27 (65%) ™
15 3,62+0,10 7,158 £3,76 (75%) ¢

Os valores mostrados sdo as médias * desvio padrdo. Os valores em parénteses
representam a % de remocao do contetdo de dextrana em comparagdo ao controle (sem
dextranase). Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa
(p>0,05) pelo teste de Tukey.
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4. CONCLUSAO

Dentre os fatores analisados, pH e NaNO; influenciaram a producdo de
dextranase pelo fungo Pochonia chlamydosporia. Pela andlise da superficie de resposta,
os niveis de pH e NaNO; que resultaram em maior producdo de dextranase foram,
respectivamente, 5,5 e 5g/L.

A dextranase de P. chlamydosporia mostrou-se eficaz em remover a dextrana
presente no caldo de cana. Apds 12 horas, comparando-se o caldo de cana ndo tratado e
o caldo de cana tratado com 15 U, observou-se uma reducdo de 75% do teor de

dextrana.
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Purificacao parcial e caracterizacao da dextranase de Pochonia chlamydosporia

Resumo

Uma dextranase do fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) foi parcialmente purificada
e caracterizada. O fungo foi cultivado em meio de cultura liquido, e o extrato bruto foi
obtido apds filtracdo e centrifugacio do meio de cultura, sendo posteriormente

purificado em resina de troca idnica DEAE-Sepharose™

Fast Flow (Amershan
Biosciences®). A eluicdo foi acompanhada pela medida de atividade enzimética e de
proteina. As fracOes que apresentaram alta atividade de dextranase foram reunidas,
formando um pool. As etapas da purificacdo foram acompanhadas por eletroforese
(SDS-PAGE). A atividade de dextranase foi avaliada em diferentes pHs, temperaturas e
na presenca de fons metédlicos. O rendimento da purificacdo foi 128% o fator de
purificacdo foi 2,58, e a atividade especifica de 114,66 U/mg. Através do SDS-PAGE,
observou-se que a enzima foi purificada apenas parcialmente, devido ao aparecimento
de vdrias bandas. A temperatura e faixa de pH que resultaram em maior atividade

foram, respectivamente, 50 °C, e 5,0 a 6,0. O fon Cu’" inibiu a atividade da dextranase

em 55%, e o ion Mg2+ aumentou a atividade em 24%, em relac@o ao controle.

Palavras-chave: dextranase, Pochonia chlamydosporia, purificagdo

Abstract

A Pochonia chlamydosporia (VC4) fungus dextranase was partially purified and
characterized. The fungus was grown in liquid culture medium, and the crude extract
was obtained after filtration and centrifugation from the culture medium. Subsequently,
it was purified on ion exchange resin DEAE-Sepharose Fast Flow (Amersham
Biosciences®). Elution was monitored by measuring enzyme and protein activity.
Fractions that showed high dextranase activity were combined, forming a pool. The
purification steps were monitored by electrophoresis (SDS-PAGE). Dextranase activity
was assessed at different pHs, temperatures and in the presence of metal ions. The
purification yield was 128%, the purification factor was 2.58, and the specific activity
was 114.66 U/mg. Through SDS-PAGE, was observed that the enzyme was only

partially purified, due to the appearance of several bands. The temperature and pH range
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which resulted in increased activity were, respectively, 50 °C, and 5.0 to 6.0. The Cu*
ion inhibited dextranase activity by 55%, and the Mg2+ ion increased dextranase activity

by 24%, in relation to control.

Keywords: dextranase, Pochonia chlamydosporia, purification
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1. INTRODUCAO

A deterioracdo da cana de agicar no campo, no armazenamento, ou durante o
processamento é um ponto de grande preocupacdo para a inddstria de agicar. Segundo
Morel du Boil e Wienese (2002), a presenga de dextranas no processamento de actcar
resulta, principalmente, do atraso pds-colheita e da falta de higiene nas fébricas.

Polissacarideos de dextrana sdo sintetizados por uma variedade de bactérias
pertencentes a familia Lactobacillaceae, e em particular pelos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc e Streptococcus (Rodrigues, 2009). Sdo responsdveis por muitos dos
inimeros impactos negativos que a deterioracdo da cana tem sobre o processamento de
fabrica, geralmente associados com o aumento da viscosidade deste polissacarideo
(Eggleston, 2002).

Nesse sentido, com o objetivo de reduzir os problemas gerados pela dextrana na
industria acucareira, faz-se uso de hidrdlise enzimadtica através do uso da enzima
dextranase. Dextranases (EC 3.2.1) s@o enzimas responsaveis pela hidrélise de ligacdes
a-(1,6) e suas ramificacdes formadas por ligagdes glicosidicas a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,4)
em polissacarideos de dextrana. Os principais produtos de sua hidrdlise pelas
dextranases sdo: glicose, isomaltose e isomalto-oligossacarideos (Jaiswal e Kumar,
2011).

A producdo de dextranase foi verificada em algumas espécies de bactérias,
fungos filamentosos e um pequeno numero de leveduras, e sua utilizagdo tem ocorrido
na Austrilia e em vdrios outros paises (Bhatia et al., 2010).

O fungo P. chlamydosporia, utilizado no presente estudo, € um fungo parasita
facultativo de ovos e fémeas de nematoides, encontrado no solo em vérias regides do
mundo, tendo sido isolado diretamente de amostras de solo ou de ovos e cistos de
fitonematoides (Lelis, 2014; Podesta et al., 2009).

Embora existam na literatura indmeros estudos utilizando o fungo P.
chlamydosporia voltados para a sua atividade ovicida e larvicida, e producdo de
proteases e quitinases (Araudjo et al., 2009, 2008; Braga et al., 2008, 2010, 2011; Frassy
et al., 2010; Gouveia et al., 2015; Silva et al., 2010; Soares et al., 2015; Tobin et al.,
2008), ndo existem relatos quanto ao seu uso para producdo de dextranases.

Portanto, o objetivo deste estudo foi purificar e caracterizar parcialmente a

dextranase proveniente do fungo P. chlamydosporia.

45



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo do fungo e obtencao do extrato enzimatico

O fungo P. chlamydosporia isolado VC4, originado de solo brasileiro, cedido
pelo Laboratério de Parasitologia do Departamento de Veterindria da Universidade
Federal de Vicosa, foi mantido em meio sélido de 4gar batata dextrose (BDA), sob
refrigeracdo, a 4°C. O fungo foi ativado antes da inoculagdo no meio de cultura liquido,
sendo repicado para uma nova placa de Petri em meio de BDA. As colonias foram
transferidas na forma de discos e, entdo, foram incubadas por 10 dias a 28°C.

Para a inoculagdo em meio de cultura liquido, foram retirados das bordas das
placas de Petri quatro discos de igual tamanho. Estes discos foram inoculados em
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido, previamente autoclavados a
121 °C durante 15 minutos. O meio liquido continha dextrana 10 g/L, NaNO;3; 5 g/L,
KH,PO, 4 g/L, MgS04.H,0 0,5 g/L, KCI 0,5 g/L, ZnS0O4.7H,0 0,178 g/L, FeSO4.7H,0
0,18 g/L e o pH foi ajustado para 5,5. Apds a inoculagdo, os frascos foram mantidos a
28 °C e 180 rpm por 7 dias. Apés este periodo, o contetido dos erlenmeyers foi filtrado

em filtro de nylon e centrifugado a 10000 g por 20 minutos, obtendo-se o extrato bruto.

2.2. Medida da atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi medida avaliando-se a quantidade de actcares
redutores produzidos a partir da hidrélise da dextrana pelo método do dcido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). O ensaio enzimatico foi realizado em tubos de
ensaio, utilizando-se 750 pL de solucdo tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,0, 200 uL.
de solucdo de dextrana 1% e 50 pL de amostra enzimatica. Os reagentes foram
incubados a 50 °C durante 10 minutos. Apds este tempo, a reagdo foi interrompida
adicionando-se 1 mL do reagente de DNS. As amostras foram aquecidas por 5 minutos
em banho-maria. Ap6s o banho fervente, foram adicionados 2 mL de dgua a cada tubo
de ensaio. As leituras de absorbancia foram realizadas a 540 nm. Para se obter a
quantidade de agucar redutor a partir dos valores de absorbancia, foi construida uma
curva padrao com glicose, cuja concentracdo variou de 0,22 a 2,44 umol/mL. Uma

unidade (U) de dextranase foi definida como a quantidade da enzima que catalisa a
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liberacdo de 1 umol de aguicar redutor por minuto nas condicdes do ensaio. Todas as

medidas de atividade enzimadtica foram realizadas em triplicata.

2.3. Quantificacio de proteinas

A concentracdo de proteinas foi estimada em cada fracdo proveniente da coluna
cromatogréifica pela absorbancia medida em comprimento de onda de 280 nm. Para
determinar a concentragdo de proteinas no extrato bruto e no pool obtido da coluna
cromatografica, foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976), com
modificagdes. Os ensaios foram realizados utilizando-se 100 a 250 uL. de amostra, 550 a
700 uL de dgua destilada e 200 uL do reagente de Bradford 5X. A leitura foi realizada
apos 15 minutos de reagdo a temperatura ambiente em comprimento de onda de 595 nm.
Para se obter a quantidade de proteina a partir dos valores de absorbancia, foi construida
uma curva padrdo com albumina sérica bovina (BSA), cuja concentracdo variou de 2 a

24 pg/mL.

2.4. Purificacio parcial

Um volume de 6 mL de extrato bruto foi submetido a uma coluna de troca idnica
DEAE—SepharoseTM Fast Flow (Amershan Biosciences®) previamente equilibrada em
tampao citrato-fosfato 50 mM pH 6,0, conectada a um coletor automatico € uma bomba
peristdltica. O fluxo foi mantido constante em 0,5 mL/min. Apds a aplicacdo da
amostra, aplicou-se 25 mL de tampdo citrato-fosfato 50 mM pH 6,0. As proteinas
ligadas a resina foram eluidas com 25 mL da mesma solugdo tampao com concentragao
crescente linear de NaCl até 1 M. As fragdes coletadas continham 3 mL cada uma e
aquelas que continham alta atividade de dextranase foram selecionadas e reunidas,

formando um pool que constituiu a enzima parcialmente purificada.
2.5. SDS-PAGE
Amostras do extrato bruto e da purificagdo parcial foram submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). As amostras

foram preparadas misturando-se tampao de amostra 3X e amostra na razao 1:3 (v/v),
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sendo submetidas a banho-maria fervente por 10 minutos. A eletroforese foi realizada a

80V, e o gel foi corado com nitrato de prata para permitir a visualizacdo das proteinas.

2.6. Caracterizacao enzimatica

2.6.1. Efeito do pH na atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi mensurada utilizando-se tampao citrato-fosfato
100 mM com diferentes valores de pH: 2,2; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0. Os ensaios
foram realizados nas condi¢Oes descritas no item 2.2, utilizando-se a solucdo tampao

nos referidos valores de pH.

2.6.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A atividade da dextranase foi determinada utilizando-se diferentes temperaturas
de incubacdo da reacao: 30, 40, 50 e 60 °C, mantendo-se as demais condi¢des descritas

no item 2.2.

2.6.3. Efeito de ions metalicos na atividade enzimatica

Foi avaliado o efeito da presenca dos seguintes fons metdlicos na atividade
enzimatica da dextranase: ZnCl,, CaCl,, MgSO4, MnSO4, KCI, CuSOy4, FeSO,. Os sais
foram preparados na concentracdo de 10 mM em tampao citrato-fosfato 100 mM pH
5,0. A atividade enzimadtica na auséncia de qualquer fon foi considerada como 100%. As
demais condi¢des de reagcdo seguiram o que foi descrito no item 2.2. Os dados
resultantes desta analise foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste

de Dunett, com 5% de significincia, utilizando-se o software Bioestat 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Purificacio parcial da dextranase produzida por Pochonia chlamydosporia

A purificacdo parcial do extrato bruto foi feita em apenas uma etapa, através de
cromatografia de troca i6nica em resina DEAE-Sepharose, cuja eluicdo foi feita com
tampao citrato-fosfato 50 mM pH 6,0 e concentracdo crescente linear de NaCl até 1 M.

(Figura 1).
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Figura 1. Perfil cromatogrifico do extrato bruto de Pochonia chlamydosporia em
resina DEAE-Sepharose.

As fragdes que apresentaram alta atividade de dextranase foram reunidas,
formando um pool, constituindo a enzima purificada. Os resultados de atividade
especifica, fator de purificacio e rendimento da purificagdo sdo mostrados na Tabela 1.

Para acompanhar o processo de purificacao, foi feito um SDS-PAGE (Figura 2).
Na fracdo correspondente a cromatografia de troca idnica € possivel perceber que houve
reducdo na quantidade de proteinas quando comparada a fragdo correspondente ao
extrato bruto. Isto indica que houve purificacdo parcial da dextranase, ndo sendo

possivel, no entanto, afirmar seu peso molecular.
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Tabela 1. Etapas da purificacao da dextranase de Pochonia chlamydosporia.

Atividade
Atividade Proteina Rendimento  Fator de
Etapa Especifica
Total (U) Total (mg) (%) purificacao
(U/mg)
Extrato
1453,07 32,70 44,44 100 1
Bruto
DEAE-
1863,59 16,25 114,66 128 2,58
Sepharose

Figura 2. Anélise da purificacdo da dextranase de Pochonia chlamydosporia em gel
SDS-PAGE 10%. M: Marcador de peso molecular (kDa); 1: Extrato bruto; 2:
Dextranase parcialmente purificada.

3.2. Caracterizaciao enzimatica

3.2.1. Efeito do pH na atividade enzimatica

A dextranase parcialmente purificada de P. chlamydosporia apresentou maior
atividade na faixa de pH entre 5,0 e 6,0 (Figura 3). Além disso, observou-se que a
dextranase possui alta capacidade de hidrolise também a pH 4,0, com atividade relativa
superior a 80%. De maneira semelhante, Machado (2009) determinou que o pH 6,0
proporciona maior atividade da dextranase produzida por Paecilomyces marquandii, e

que em pH 4,0, apresenta atividade relativa de 90%. Virgen-Ortiz et al. (2015)
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relataram que o pH 5,2 resulta em maior atividade da dextranase produzida por
Chatomium erraticum, e observaram atividade relativa superior a 85% na faixa de pH
de 4,0 a 6,0. No entanto, ao estudar a dextranase de Penicillium aculeatum, Mahmoud et
al. (2014) observaram que o pH de maior atividade foi 4,5, e que a partir deste valor de
pH, a atividade de dextranase caiu abruptamente. Estes resultados demonstram que a
dextranase produzida pelo fungo P. chlamydosporia apresenta propriedades

semelhantes aquelas ja descritas na literatura.
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Figura 3. Efeito do pH na atividade enzimdtica da dextranase parcialmente purificada
de Pochonia chlamydosporia.

3.2.2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A temperatura de maior atividade da dextranase parcialmente purificada de P.
chlamydosporia foi 50 °C (Figura 4). A 60 °C a enzima demonstrou apenas 44% de
atividade, indicando que a esta temperatura pode ocorrer desnaturagdo protéica.

Estes resultados corroboram os resultados encontrados por Mahmoud et al.
(2014), que determinaram que a dextranase produzida por P. aculeatum exibiu maior
atividade a 45 °C, com atividade relativa de aproximadamente 75% a 40 e a 50 °C. Por
outro lado, Virgen-Ortiz et al. (2015) e Machado (2009), observaram que a dextranase
de C. erraticum exibiu atividade médxima a 60 °C e mais de 85% de sua atividade
maxima na faixa de temperatura de 55 a 65 °C e que a dextranase de P. marquandii
apresentou temperatura de maior atividade em 55 °C, e a 60 °C reteve 80% de sua

atividade.
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade enzimdtica da dextranase parcialmente
purificada de Pochonia chlamydosporia.

3.2.3. Efeito da presenca de ions na atividade enzimatica

O fon Cu®* atuou como inibidor da atividade da dextranase parcialmente
purificada, reduzindo-a significativamente (p<0,05) pelo teste de Dunett em 55%. A
presenca do fon Mn>* aumentou significativamente (p<0,035) a atividade de dextranase
em 24% pelo teste de Dunett. Além disso, nota-se que o ion Mngr aumentou a atividade
enzimatica em 20%, porém este efeito ndo foi significativo (p>0,05) pelo teste de
Dunett. Os demais ifons analisados também ndo apresentaram efeito significativo
(p>0,05) na atividade de dextranase pelo teste de Dunett (Figura 5).

A dextranase de P. marquandii teve sua atividade aumentada em 20% e 15% na
presenca dos fons Fe>* e Mn®* na concentragdao de 10 mM e perdeu aproximadamente
50% de sua atividade na presenca de Cu”* e Pb*" e 40% na presenca de Ag*, também a
10 mM (Machado, 2009). A dextranase de C. erraticum sofreu inibi¢do total em
presenca de Ag" 1 mM, e inibi¢do de 77% em presenca de Cu® 1 mM, e teve sua
atividade aumentada em 18% e 25% quando incubada com Ca’ e Co™ 1 mM (Virgen-
Ortiz et al., 2015). Cu** e Hg** inibiram completamente a dextranase de C. gracile, e
Fe** inibiu em 40% na concentracdo de 1 mM (Hattori, Ishibashi e Minato, 1981). A
dextranase de P. funiculosum foi totalmente inibida por Hg2+, teve sua atividade
reduzida em aproximadamente 70% quando incubada com Ag", e foi ativada por Co™,

Mn** e Cu** 2 mM em 42%, 39% e 21%, respectivamente (Sugiura ef al., 1973).
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Figura 5. Efeito da presenca de fons sobre a atividade enzimatica da dextranase
parcialmente purificada de Pochonia chlamydosporia.* indica quais ions apresentaram
efeito significativo (p<0,05) na atividade da dextranase, pelo teste de Dunett, em relagdo
ao controle.
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4. CONCLUSAO

A dextranase produzida por Pochonia chlamydosporia foi purificada apenas
parcialmente em uma Unica etapa, com fator de purificacao de 2,58, tendo sua atividade
especifica aumentada de 44,44 U/mg para 114,66 U/mg.

A temperatura ¢ pH de maior atividade da enzima parcialmente purificada
foram, respectivamente, 50 °C e a faixa de pH 4,0 a 6,0.

Com relag¢do as mudancas na atividade de dextranase ocasionadas pela presenga
de ions, verificou-se que Cu’" inibiu a atividade de dextranase em 55% e Mn**

aumentou a atividade da enzima em 24%.
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