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RESUMO: Pectinases (E.C. 3.2.1.15) é um grupo complexo de enzimas, que podem ser sintetizadas por bactérias, fungos e
leveduras. A utilizac8o de pectinases de origem flingica aumenta progressivamente, apresentando grande destaque no setor
de industria de alimentos, agroindustria e na fermentacéo do cacau e café, podendo assim ser uma alternativa que
minimizam ou reaproveitam os residuos sélidos gerados nos diferentes processos industriais. Este estudo teve como
objetivo avaliar semi-quantitativamente, a atividade pectinolitica de diferentes espécies fungos filamentosos isolados de
graos café de 10 cidades do Sul de Minas Gerais, 2 cidades da Zona da Mata (MG) e um do estado do Espirito Santo. 158
fungos filamentosos foram isolados, identificados e testados. Para detectar a atividade pectinolitica foi utilizado o meio de
cultura rico em pectina citrica em pH 5,0 (detecta a producéo de poligalacturonase) e pH 7,0 (detecta a producéo de pectato
liase) e adicionou-se bromide hexadeciltrimetilamonio 1% que auxiliou a observacao do halo de degradagéo da pectina. Do
total de fungos testados apenas 11,39% apresentaram atividade pectinolitica. A maioria dos fungos produtores de pectinases
foram da espécie Penicillium brevicompactum, 22,22% produtores de pectatoliase, 50% produtores de poligalacturonase e
27,77% produziram os dois tipos enzimaticos. Penicillium roquefortii também apresentou-se potencial produtor de
poligalacturonase assim como Penicillium sp. e Aspergillus versicolor e Cladosporium cladosporioides. J& as espécies
Penicillium funiculosum, Penicillium aurantiogriseum e Aspergillus sclerotiorum foram produtores de pectato liase. .P
brevicompactum foi o maior produtor de pectinases com potencial biotecnolégico assim como Aspergillus versicolor e C.
cladosporioides.
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PECTINOLITICA ACTIVITY OF FILAMENTOUS FUNGI ISOLATED FROM COFFEE
BEANS

ABSTRACT: Pectinases (EC 3.2.1.15) is a complex group of enzymes that can be synthesized by bacteria, fungi and
yeasts. The use of pectinases from fungal origin increases gradually, giving emphasis in the sector of the food industry,
agribusiness and the fermentation of cocoa and coffee, may well be an alternative to minimize or reuse solid waste
generated in various industrial processes. This study aimed to evaluate semi-quantitatively, the activity of different species
pectinolitica filamentous fungi isolated from coffee beans to 10 cities in southern Minas Gerais, 2 cities in the Zona da Mata
(MG) and one of the state of Espirito Santo. 158 fungi were isolated, identified and tested. To detect the activity was used
pectinolitica the culture medium rich in citrus pectin at pH 5.0 (to detect production of polygalacturonase) and pH 7.0 (to
detect production of pectates lyase) and added it hexadeciltrimetilamonio bromide 1% which helped the observation of the
halo of degradation of pectin. Of total fungi tested showed only 11.39% pectinolitica activity. Most producers of pectinases
fungi were species of Penicillium brevicompactum, 22.22% of pectatoliase producers, producers of 50% and 27.77%
polygalacturonase produced both enzyme types. Penicillium roquefortii is also presented potential producer of
polygalacturonase and Penicillium sp. and Aspergillus versicolor, and Cladosporium cladosporioides. Have the species
Penicillium funiculosum, Penicillium aurantiogriseum and Aspergillus sclerotiorum were producers of pectates lyase. P.
brevicompactum was the largest producer of pectinases with biotechnological potential as Aspergillus versicolor and C.
cladosporioides.

Key-words: Pectinases, polygalacturonase, pectates lyase, Penicillium brevicompactum.
INTRODUCAO

As enzimas sdo substancias organicas especificas, compostas por polimeros de aminoécidos, que atuam como
catalisadores no metabolismo dos seres vivos. As enzimas pecitinoliticas sdo produzidas principalmente por plantas
superiores, fungos filamentosos, leveduras e bactérias (BRAVO et al., 2000, BON et al., 2008). A utilizacdo de bactérias,
leveduras ou fungos filamentosos despertam grande interesse de estudo em virtude de indmeras vantagens apresentadas, tais
como: ndo necessitam de amplo espaco para seu crescimento; conseguem degradar e crescer em amplos substratos,
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inclusive em residuos industriais, os quais podem ser aproveitados desde que se escolha o microrganismo apropriado ou
adaptado para a finalidade desejada; possuem um crescimento rapido quando as condi¢Bes sdo favoraveis para o seu
crescimento e podem ser manipulados geneticamente para a obtencdo de mutantes desejados (BRAVO et al.; 2000). Os
fungos, em funcgdo de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento, adaptam-se a uma enorme variedade de substratos,
sendo excelentes decompositores de material organico. Além disso, as pectinases produzidas por fungos apresentam
caracteristicas importantes para a aplicacdo em bioprocessos, como estabilidade ao pH e a temperatura e, deste modo, as
enzimas de origem fangica sdo preferiveis em utilizagdes industriais (MARTIN et al., 2004). Normalmente utiliza-se
preparacBes comerciais de pectinases de espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, por exibirem alta
atividade de endopoligalacturonase e de pectinaliase (CARVALHO, 2007). Os fungos da Secdo Nigri estdo relacionados
com processos biotecnoldgicos, uma das espécies de maior producdo de pectinase é Aspergillus niger (SAMSON et al.,
2006; PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2007).

As enzimas pectinoliticas sdo responsaveis pela degradacdo de uma molécula complexa de pectina, que sdo
polissacarideos estruturais, presentes em todos os tecidos vegetais jovens. Possuem variadas aplicagdes biotecnoldgicas e
sdo consideradas um destaque no setor industrial. Estas enzimas sdo utilizadas na extracéo e clarificacdo de sucos de frutas e
vinhos, extracdo de Oleos essenciais, producdo de alimentos para recém-nascido, fermentacdo do café e cacau, além do
grande destaque na indUstria téxtil, especialmente no tratamento de fibras como o linho (MALVESSI e SILVEIRA, 2004).

As pectinases (E.C. 3.2.1.15) podem ser classificadas em dois grupos de acordo com seu modo de agdo: enzimas
desesterificantes e despolimerizantes. As enzimas desesterificantes sdo denominadas pectinametilesterase (PME - E.C.
3.1.1.11). Atuam na remocdo de grupos metoxilicos presentes em algumas substancias pécticas, hidrolisando somente 0s
grupos adjacentes a grupamentos carboxilicos livres. Nao alteram o tamanho da cadeia e convertem a pectina em pectato e
liberam etanol (CELESTINO et al., 2006). As enzimas despolimerases quebram a cadeia da pectina por hidrélise ou
clivagem transeliminativa. Sdo classificadas conforme alguns aspectos, tais como: especificidade pelo substrato; posi¢do da
clivagem na cadeia péctica, atuacdo ao acaso (endo-enzima) ou a partir da extremidade redutora ou ndo redutora (exo-
enzima) e mecanismo de reagdo de despolimerizacdo (BAILEY e PESSA, 1990).

Os fungos capazes de produzir enzimas pectinoliticas sdo: Fusarium moniliforme, Neurospora crassa, Rhizopus
stolonifer, Aspergillus niger, Alternaria mali, Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthiomum, Aspergillus japonicus
e outras espécies do género Aspergillus e Penicillium (JAYANI et al., 2005). Apesar de existirem varios fungos produtores
de pectinases, Aspergillus niger produz as enzimas pectiniliticas mais usadas na industria de alimentos;
pectinametilesterase, poligalacturonase e pectina liase. Sdo classificadas como GRAS, sendo aceito na industria de
processamento de alimentos (JIA e WHEALS, 2000; GREGORIO et al., 2002).

A industria brasileira € uma das mais importantes economias de base agricola do mundo, onde destacam-se a
producdo de café, da cana-de-agUcar, da soja e a fruticultura (PANDEY et al., 2000). Nos ultimos anos, maior atencdo é
dada a alternativas que conduzam a minimizacdo ou ao reaproveitamento dos residuos so6lidos gerados nos diferentes
processos industriais. O constante crescimento no setor agricola, leva ao estudo de processos biotecnoldgicos que
representam relevancia social e econbmica. A aplicacdo de residuos agroindustriasis em bioprocessos ndo somente
proporcionam substratos alternativos, que serdo convertidos em produtos de valor comercial agregado, como também ajuda
a diminuir os problemas ambientais. (SOCCOL e VANDENBERRG, 2003).

As pectinases tém fundamental importancia na fermentacéo do café. O uso de microrganismos pectinoliticos é feito
para remover a camada de mucilagem dos grdos do café, das quais % consistem em substancias pécticas. Celulases e
hemicelulases presentes no preparo enzimatico ajudam na digestdo da mucilagem. O estagio de fermentacdo do
processamento do café é acelerado e reduzido de 40 a 80 horas para 20 horas por tratamento enzimatico (CARR, 1985).

O presente estudo teve como objetivo avaliar, semi-quantitativamente, a atividade pectinolitica de diferentes
espécies fungos filamentosos isolados de gréos de café.

MATERIAL E MEDOTOS

Os 158 fungos filamentosos utilizados neste estudo foram isolados de gréos de café de 2 cidades da Zona da Mata,
10 cidades do Sul de Minas Gerais (Coffea arabica L.) e um do estado do Espirito Santo (Coffea canephora), as amostras de
café foram cedidas pela Cooperativa Alto Rio Grande no municipio de Lavras MG.

De cada amostra, foram plaqueados em DRBC (Dicloram Rosa de Bengala Cloranfenicol), 100 grdos de café
desinfetados e 100 graos sem desinfeccdo conforme Samson et al (2000). Os fungos isolados foram purificados em meio de
cultura padronizado MA 2% (Extrato de Malte) e mantidos em incubadora tipo BOD a 25°C durante cinco dias
posteriormente, todos os isolados foram incubados em meios de cultura e temperaturas padronizados e identificados
conforme Samson et al (2000), Klich (2002), Pitt e Hocking (1997) e Pitt 2000. A purificacéo e identificacdo dos fungos
filamentosos foram realizadas no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
na Universidade Federal de Lavras.
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Para detectar a atividade pectinolitica foi utilizado o meio de cultura descrito por Hankin et al. (1971) que contém
pectina citrica como substrato. O meio em pH 7,0 foi usado para detectar a producéo de pectato liase e em pH 5,0 para
avaliar a atividade de poligalacturonase. Para visualizacdo da atividade pectinolitica adicionou-se sobre 0 meio de cultura
uma solucdo de bromide hexadeciltrimetilamonio 1% (Cetrimida 1%). Este reagente precipita a pectina intacta no meio
possibilitando a formacdo de zonas claras ao redor das col6nias onde houve a degradacdo da pectina, dessa forma com a
razdo do halo para o tamanho da coldnia foi possivel quantificar (semi-quantitativamente) a atividade pectinolitica dos
fungos analisados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A habilidade de degradar substancias pécticas foi determinada pela producdo das enzimas pectinoliticas: pectato
liase e poligalacturonase em meios com pH 6timo para cada enzima, sendo pH 7 e pH 5 respectivamente. A atividade
enzimética foi detectada pela formacdo de um halo claro em torno da coldnia visualizado com a adi¢cdo do reagente
cetrimida 1%, como demonstrado nas Figuras 1 e 2 que mostram a degradacao de substancias pécticas presentes no meio de
cultura por pectato liase e poligalacturonase.

O indice de atividade enzimatica é um dos parametros semi-quantitativos mais usados para se avaliar a producéo de
enzimas pelos microrganismos em meio sélido. Os microrganismos considerados produtores de enzimas possuem uma
correlagdo direta entre o didametro do halo de degradacéo e a habilidade degradativa dos microrganismos (LIN et al., 1991).
Para um microrganismo ser considerado um produtor de enzimas em meio sélido, a atividade enzimatica deve ser 2,0
(LEALEM e GASHE, 1994; STAMFORD et al., 1998).

Dos 158 fungos analisados, 18 apresentaram atividade pectinolitca > 2. Dos isolados de Penicillium
brevicompactum testados, 55,55% apresentaram potencial pectinolitico para as duas enzimas testadas. Os isolados de
Aspergillus versicolor 75% apresentaram potencial para poligalacturonase. Cladosporium cladosporioides, Penicillium
roqueforti e Penicillium sp. apresentaram boa atividade para poligalacturonase e Penicillium funiculosum, Penicillum
aurantiogriseum e Aspergillus sclerotiorum apresentaram atividade pectato liase igual a dois (Tabela 1). 34,17% do total de
fungos analisados ndo apresentaram atividades pectinoliticas estdo representados pelas seguintes espécies: Aspergillus
flavus, A. oryzae, A. tubingensis, A. foetidus, A. sclerotiorum, A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. ostianus, A. niger
Agregado, Eurotium chevalieri. 53,79% dos fungos foram produtores de enzimas pécticas, embora nenhum deles tenha
apresentado atividade superior a 2, estdo representados pelas seguintes espécies: Aspergillus niger Agregado, A. ochraceus,
A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. niger, Aspergillus sp., A. flavus, A. wentii, A. tubingensis, A. sydowii, A. ostianus, A. oryzae,
A. aculeatus, A. westerdijkiae, A. versicolor, A. fumigatus, Eurotium chevalieri, Penicillium sp., Penicillium funiculosum, P.
hirsutum, P. roquefortii.

Figura 1 - Penicillium brevicompactum pH5 Figura 2 - Penicillium brevicompactum pH7
Aspergillus niger é um fungo filamentoso mais utilizado na industria de alimentos, considerado um dos melhores

produtores enziméticos (TEIXEIRA et al., 2000; GREGORIO et al., 2002; SAMSON et al., 2007). No presente trabalho,

foram analisados 17 isolados e nenhum deles foram produtores potenciais de pecninases, 47,05% apresentaram alguma

atividade enzimatica, porém ndo significante e 52,94% néo apresentaram atividade pectinolitica.
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Tabela 1 - Espécies de fungos produtores de Pectato liase e Poligalacturonase

Identificacdo Espécie Pectato liase Poligalacturonase
DCAO01 Penicillium brevicompactum 2,10 3,20
DCA02 Penicillium brevicompactum 2,20 2,90
DCAO03 Penicillium brevicompactum 2,80 2,40
DCA04 Penicillium brevicompactum 2,00 2,50
DCAO05 Penicillium brevicompactum 2,00 2,40
DCAO06 Penicillium brevicompactum 1,50 3,60
DCAO07 Penicillium brevicompactum 1,90 2,70
DCAO08 Penicillium brevicompactum 1,70 2,70
DCA09 Penicillium brevicompactum 2,60 1,80
DCA10 Cladosporium cladosporioides 1,80 3,40
DCAl1l Aspergillus versicolor 1,30 2,20
DCA12 Aspergillus versicolor 1,10 2,50
DCA13 Aspergillus versicolor 1,60 2,50
DCAl4 Penicillium roqueforti 1,10 3,20
DCAI15 Penicillium sp. 1,10 2,00
DCAL6 Penicillium funiculosum 2,00 1,40
DCALl7 Penicillum aurantiogriseum 2,00 1,60
DCAI18 Aspergillus sclerotiorum 2,00 1,20

No atual estudo, todos os isolados de P. brevicompactum foram produtores de pectato liase e poligalacturonase.
Pereira et al., (2002) também reportaram essa espécie de Penicillium como produtores de enzimas pécticas. De acordo com
Varavallo et al., (2005), Penicillium brevicompactum apresenta um potencial para a aplica¢do industrial devido a sua
eficiente producdo de enzimas do complexo pectinolitico. Cladosporium cladosporioides mostou-se grande potencial para
producéo de poligalacturonase (Tabela 1). A boa qualidade do café pode ter uma relacdo com a presenca de Cladosporium
nos frutos (PEREIRA et al., 2005; CHALFOUN et al., 2007). No trabalho realizado por Silva (2000) fungos do género
Cladosporium foi registrado com maior freqiéncia. Cladosporium cladosporioides caracteriza-se por ser um fungo
saprofito encontrado em intensidade maxima quando os frutos estdo nos estagios de cereja, mas também é possivel
encontra-lo em outros estagios dos frutos (PEREIRA et al., 2005; CHALFOUN et al., 2007). Por seu um fungo de presenca
frequente em café, ele pode ter um grande papel biotecnoldgico para tratar residuos da produgdo cafeeira. Sugere-se também
gue sejam realizadas outras pesquisas visando o uso de P. brevicompactum para processos biotecnoldgicos, principalmente
para a degradacdo da pectina nos residuos da agroindlstria do café (despolpado e desmucilado), ja que este € um
microrganismos presente no ambiente em grande quantidade.

CONCLUSOES

A microbiota estudada apresentou varias espécies de fungos com atividade enzimatica, sendo a maioria pertencente
ao género Penicillium. O maior produtor de pectinases foi Penicillium brevicompactum. Este resultado confirma o potencial
biotecnoldgico para futuros estudos visando utilizacdo desse fungo filamentoso da indUstria de alimentos e agroindustria,
assim como o Cladosporium cladosporioides que sdo registrado com freqiiéncia em frutos de café.
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