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PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE UMA
EXO-POLIGALACTURONASE DE Penicillium janthinellum VI2R3M

RESUMO

Pectinases sdo enzimas em crescente uso no setor industrial como na industria
de sucos, vinhos, alimentos, papel e tecidos. Podem ser produzidas por uma
variedade de microrganismos, mas 0s fungos apresentam maiores vantagens
pois se adaptam a grande variedade de substratos, possuem um rapido
crescimento e apresentam ampla prevaléncia no meio ambiente. As pectinases
atuam sobre a pectina, que € um dos principais componentes da parede celular
de plantas e é rica em acido galacturdnico (GalA). Entre as pectinases, a
poligalacturonase (PG) degrada a molécula de pectina atuando internamente e
ao acaso na cadeia, liberando oligossacarideos (endo-PG), ou por ataque da
extremidade ndo redutora da cadeia, liberando monossacarideos (exo-PG).
Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a producédo de uma
poligalacturonase a partir do fungo Penicillium janthinellum VI2R3M, que foi
isolado da Mata Atlantica do Oeste do Parand, e apds, purificar, caracterizar e
testar uma possivel aplicabilidade. A enzima foi produzida através de cultivo
em meio Khanna, em seguida foi purificada através de colunas cromatograficas
e sua pureza e massa molecular confirmada por eletroforese em condi¢cdes
desnaturantes (SDS-PAGE). Posteriormente, a enzima foi caracterizada
bioquimicamente quanto ao pH, temperatura, influéncia dos ions metélicos,
especificidade ao substrato, produtos de hidrélise, peso molecular, parametros
cinéticos (Km, Vmax, Kcar) € Vverificada a aplicacdo na clarificagdo de sucos. Uma
PG foi purificada apdés duas etapas cromatograficas envolvendo colunas de
troca ibnica (DEAE-Sephadex) e filtragdo molecular (Sephadex G100). A
pureza e massa molecular (102,0 kDa) da enzima foram determinadas por
SDS-PAGE. A enzima apresentou atividade méaxima em pH 50 e na
tempertatura de 50 °C, mantendo-se 100% estavel a 50 °C por 30 minutos e
80% em pH 3,0 a 5,0 por 24 horas. O fon metalico Mg?* aumentou a atividade
da enzima significativamente. Parametros cinéticos, ou seja, 0 Km, Vimax € Keat
para hidrélise da pectina foram de 2,56 mg/mL, 163,1 U/mg e 277s™
respectivamente. A PG € altamente especifica para o substrato acido
poligalacturénico e gerou acido mono-galacturdnico, produtos caracteristicos
da acdo de exo-PG. Os sucos clarificados de laranja, macd e manga
apresentaram aumento da transmitancia em 35, 45, 49%, respectivamente,
com reducédo da cor em 22, 51, 55%, respectivamente. Dessa forma, a exo-PG
de P. janthinellum VI2R3M possui caracteristicas bioguimicas interessantes
para aplicagdo em industrias de sucos.

PALAVRAS CHAVE
Pectinase, poligalacturonase, purificacéo, Penicillium janthinellum, clarificacao.



PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF
EXO-POLYGALACTURONASE FROM Penicillium janthinellum VI2R3M

ABSTRACT

Pectinases are enzymes in increasing use in the industrial sector as in the juice,
wine, food, paper and fabric industries. They can be produced by a variety of
microorganisms, but the fungi have greater advantages because they adapt to
the great variety of substrates, they have a fast growth and they present wide
prevalence in the environment. Pectinases act on pectin, which is one of the
major components of the cell wall of plants and is rich in galacturonic acid
(GalA). Among pectinases, polygalacturonase (PG) degrades the pectin
molecule by acting internally and randomly in the chain, releasing
oligosaccharides (endo-PG), or by attacking the non-reducing end of the chain,
releasing monosaccharides (exo-PG). In view of the above, the objective of this
work was to investigate the production of a polygalacturonase from the fungus
Penicillium janthinellum VI2R3M, which was isolated from the Atlantic Forest of
the West of Parand, and afterwards, to purify, characterize and test a possible
applicability. The enzyme was produced by culturing in Khanna medium, then
purified through chromatographic columns and its purity and molecular weight
confirmed by electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE).
Subsequently, the enzyme was biochemically characterized in terms of pH,
temperature, influence of metal ions, substrate specificity, hydrolysis products,
molecular weight, kinetic parameters (Kmn, Vmax Kca) and application of juice
clarification. A PG was purified after two chromatographic steps involving ion
exchange columns (DEAE-Sephadex) and molecular filtration (Sephadex
G100). The purity and molecular mass (102.0 kDa) of the enzyme were
determined by SDS-PAGE. The enzyme showed maximum activity at pH 5.0
and temperature at 50 °C, remaining 100% stable at 50 °C for 30 minutes and
80% at pH 3.0 to 5.0 for 24 hours. The Mg®* metal ion increased enzyme
activity significantly. Kinetic parameters, that is, Ky, Vmax € Kcar fOr pectin
hydrolysis were 2.56 mg/mL, 163.1 U/mg and 277s-%, respectively. PG is highly
specific for the polygalacturonic acid substrate and generated mono-
galacturonic acid, products characteristic of exo-PG action. The clarified juices
of orange, apple and mango presented an increase in transmittance at 35, 45,
49%, respectively, with reduction of color in 22, 51, 55%, respectively. In this
way, the exo-PG of P. janthinellum VI2R3M has interesting biochemical
characteristics for application in juice industries.

KEYWORDS
Pectinase, polygalacturonase, purification, Penicillium janthinellum, clarification.
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1. INTRODUCAO

Técnicas biotecnoldgicas estdo sendo utilizadas para a producdo e comércio
de enzima, as quais tém sido usadas em grande escala na industria farmacéutica,
alimentar, de papel, téxtil, entre outras. Com isto, é crescente o interesse pela
bioprospecgédo de microrganismos capazes de produzir grande quantidade de
enzima e que apresentam facilidade de acesso, manipulacéo e cultivo.

Os fungos sdo microrganismos que apresentam diversas vantagens na
producdo enzimatica, como as pectinases, pois se adaptam a grande variedade de
substratos, possuem rapido crescimento e apresentam ampla prevaléncia no meio
ambiente.

Enzimas pécticas (pectinases) sdo capazes de degradar a pectina, que € um
polissacarideo presente na parede celular de plantas, sendo constituido
principalmente de polimeros de acido galacturdnico, ramnose, arabinose e galactose
e a sua principal caracteristica é conferir consisténcia e rigidez ao fruto e a planta.
Assim, as pectinases apresentam beneficios industriais na extracao e clarificacdo de
sucos, maceracdo de vegetais e frutas, na extracdo de 6leos e na industria de papel
e celulose.

As poligalacturonases (PG) catalisam a hidrolise de ligacdao a-1,4 entre
residuos de acido galacturdnico nao estereficados. Sua acdo pode ocorrer
internamente na cadeia principal (endo-PG), liberando oligbmeros, ou na
extremidade nao redutora (exo-PG), liberando monémeros.

Sabendo do grande destaque do uso de PG no setor industrial, € de suma
importancia a realizacdo de estudos e caracterizacdo de um fungo que possua alto
potencial para producdo enzimatica, e determinar os parametros bioquimicos da PG

encontrada, para que haja possiveis aplicacdes biotecnoldgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar uma poligalacturonase de Penicillium janthinellum VI2R3M, bem

como investigar suas propriedades bioquimicas e sua aplicagdo em sucos.

2.2 Objetivos especificos

e Producao enzimatica;

e Estudo da influéncia de fontes de carbono na regulacdo do complexo
pectinolitico

e Purificacdo de uma poligalacturonase através de processos cromatogréficos;

e Determinacdo da massa molecular e deteccdo da atividade enzimatica por
eletroforese em condi¢coes desnaturantes (SDS-PAGE) e ndo desnaturantes
(PAGE);

e Caracterizacao bioquimica da poligalacturonase purificada quanto ao efeito
da temperatura e pH sobre a atividade e estabilidade enzimatica;

e Verificacdo da especificidade ao substrato;

e Analise da influéncia dos ions metélicos;

e Determinacdo dos parametros cinéticos (Km, Vimax, Kcat);

e Verificacdo do modo de acdo da poligalactunase através dos produtos de
hidrélise;

e Avaliar a atuacdo da poligalacturonase purificada na clarificacdo de sucos.



13

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pectina

A pectina esta distribuida principalmente na lamela média da parede celular
priméria de plantas superiores (PAN et al., 2015). Os polissacaridos, principalmente
celulose, hemicelulose e pectina, representam cerca de 90% da massa da parede
celular de plantas e os 10% restantes compreendem proteinas estruturais e
modificadores de polissacaridos (DAHER & BRAYBOOK, 2015) (Fig.1).

Esta molécula é responsavel por conferir a rigidez aos frutos, agindo como um
"cimento” entre os "tijolos" celulares de celulose, o qual € quebrado naturalmente
pela pectinase quando a fruta passa pelo processo de amadurecimento e torna-se
macia (ADAPA et al., 2014; LI et al., 2015). A pectina também esta envolvida em
varias propriedades da parede celular, tais como a porosidade, carga superficial, pH
e equilibrio de ions, adeséao celular, a flexibilidade da parede celular e defesa contra
estresses bidticos, incluindo aqueles gerados por plantas parasitas (BONNIN et al.,
2014; DAMASIO et al.,2010).

Pectinas sdo ricas em acido galacturénico (GalA), acreditando que esta deva
consistr em pelo menos 65% deste composto. A homogalacturonana,
ramnogalacturonana | e ramnogalacturonana Il sdo os trés principais polissacarideos
pécticos que compdem estruturalmente a parede primaria de células, todos
contendo GalA em maior ou menor quantidade (RIDLEY et al., 2001; WIKIERA et al.,
2015).

PAREDE CELULAR VEGETAL

Lo Celulose
S ™ Pectina

Hemicelulose

Figura 1 Arranjo de fibras de pectina, juntamente com as fibras de celulose e hemicelulose em
uma parede celular de planta (Adapa et al., 2014).
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A homogalacturonana (HG) € o mais abundante polissacarideo péctico na
parede celular, correspondente a cerca de 60 a 65% do total da pectina. Apresenta
unidades lineares de GalA unidos por ligacdes glicosidicas a-1,4. Os grupos
carboxilas estado parcialmente metil-esterificados (Fig. 2). J4 a ramnogalacturonana |
(RGI), apresenta uma cadeia constituida pelo dissacarideo [—4-a-D-GalA-(1—2)-a-
L-Rha-(1—]n., ou seja, uma variedade de diferentes cadeias de glicanas
(principalmente arabinana e galactana) esta ligada as unidades de ramnose. O
comprimento das cadeias pode variar consideravelmente e a composicdo de
acucares de RGI pode ser altamente heterogénea. A RGI representa 20-35% da
pectina. O polimero estruturalmente mais complexo € a ramnogalacturonana Il
(RGII) o qual compde 10% da pectina e contém por¢cdes de acuUcares atipicos na
cadeia lateral (WASATS et al., 2006; SHARMA et al., 2013; WIKIERA et al., 2015).

Homogalacturonan

Rhamnogalacturonan ||

Rhamnogalacturcnan |

]

Acetyl ester % Methyl ester
Galacturonic acid {GalA)
FRhamnoze (Rha)

Apiose (Api)

Fucose (Fuc)

Aceric acid (Acsh)
Galactose (Gal)

Arabinose (Ara)
Xylose (Xyl)
Glucuronic acid {Gled)

o Qo o @ 9 2 @ @ @

O Deoxylyxo- Ketodeoxymanno-
heptulopyranosylaric acid (Dha) octulopyrancsylonic acid (KDO)

Figura 2 Estrutura basica da pectina: Representacao esquematica da estrutura convencional
(A) e alternativa (B) proposta para pectina (Wasats et al., 2006).
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A pectina € comercialmente extraida da casca de frutas citricas, bagago de
maca, residuos de beterraba, cabec¢a do girassol e residuos de manga. O polimero é
solivel em agua e exibe viscosidade e capacidade de gelificacdo que dependem da
sua estrutura. A medida que o pH é reduzido, a ionizacéo dos grupos carboxilato é
suprimida, resultando em reducdo de hidratagdo dos grupos acidos carboxilicos.
Com esta ionizacdo reduzida, a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de
polissacarideo desaparecem e as cadeias formam um gel. Esta propriedade esta
fortemente ligada ao grau de esterificacdo de unidades de acido galacturénico, ao
peso molecular, a densidade de carga, a forca ionica, ao pH e a presenca de outros
solutos. Por ser gelificante, espessante e ter propriedades de estabilizacdo, a
pectina € Util para uma série de aplica¢des na industria de alimentos, farmacéutica e
cosmeética (KARAKI et al., 2016).

As cadeias laterais da molécula de pectina consistem de L-ramnose,
arabinose, galactose e xilose. Os grupos carboxil do &acido galacturdnico sao
parcialmente esterificados por grupos metil e parcialmente neutralizados por ions
sédio, potassio ou aménio. Com base no tipo de modificacdes da cadeia principal, as
substancias pécticas sado classificadas em protopectina, acido péctico, &acido
pectinico e pectina.

e Protopectinas sdo substancias pécticas e sofrem hidrélise restrita resultando
em pectina e pectinas acidas. Protopectina ocasionalmente € um termo usado
para descrever a substancias pécticas insolivel em &gua, encontrada em
tecidos vegetais e sdo usadas para produzir substancias pécticas soluveis.

e Acidos pécticos sdo as galacturonanas que contém quantidades
insignificantes de grupos metoxil. Sais de acidos pécticos sdo chamados de
pectatos.

e Acidos pectinicos sdo galacturonanas com vérias quantidades de grupos
metoxil. Possuem propriedade Unica de formarem um gel com acucar e
acidos ou, se adequadamente com baixo teor de metil, com certos outros
compostos, tais como sais de calcio.

e Pectina € um nome genérico para a mistura de diferentes compostos onde o
acido pectinico € o maior componente. Sua forma nativa esta localizada na
parede celular e pode estar interligada com outros polissacarideos estruturais

e proteinas para formar a protopectina insolavel (KASHYAP et al., 2001).
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3.2 Pectinases

As enzimas sdo 0S compostos bioativos que regulam muitas reacdes
guimicas nos tecidos vivos (SHARMA et al., 2013). Sdo as proteinas mais notaveis e
altamente especializadas e funcionam como catalisadores das reacdes quimicas do
sistema biolégico, na qual sem sua presenca dificimente aconteceriam. Estas
apresentam alto grau de especificidade para o0s seus substratos, aceleram as
reacoes quimicas e atuam em solucbes aquosas sob condicbes suaves de
temperatura e pH (NELSON & COX, 2014).

Desde 1940, as pectinases tém sido exploradas para muitas aplicagcoes
industriais (GUMMADI & PANDA, 2003). Estas enzimas atuam em inUmeros
processos, tais como, remocao e degomagem de fibras vegetais, fermentacdo de
chéa e café, extracdo de Oleo, tratamento de aguas residuais industriais, clareamento
de sucos de frutas e vinhos, subprodutos agroindustriais, na desidratagao, lavagem
e branqueamento de tecido, preparacdo de fibras de celulose, modificagcdo da
biomassa celulésica para producao de bioetanol, infusdo de casca citrica, industria
de alimentacdo animal, bem como na industria de alimento funcional onde séao
utilizadas na preparacdo de fibra péctica como prebiotico ativo. Estas representam
cerca de 75% das vendas globais de enzimas que sao comercializadas nas
industrias de alimentos (AMIN et al., 2017; TRINDADE et al., 2017; SASSI et al.,
2016).

De acordo com seu mecanismo de degradacdo, as pectinases podem ser
divididas em enzimas desesterificantes ou despolimerizantes (GUMMADI & PANDA,
2003). Assim, sdo classificadas em trés categorias: (1) se a enzima utiliza pectina,
acido péctico ou oligo-D-galacturonato como substrato preferido; (2) se as
pectinases agem por hidrélise ou trans-eliminacao; (3) se a clivagem ¢é aleat6ria no
interior da cadeia (endo-enzimas) ou nas extremidades (exo-enzimas). Os trés
principais tipos de pectinases sao:

e Protopectinases: Estas enzimas solubilizam protopectina formando pectina
soltvel altamente polimerizada.

e Pectinesterases (PE): catalisam a desesterificagdo do grupo metil da pectina
formando acido péctico. As enzimas atuam preferencialmente no grupo metil
éster da unidade galacturonato proximo a uma unidade galacturonato nao
esterificada.

e Enzimas despolimerizantes: sdo subdivididas em hidrolizantes de ligacbes

glicosidicas e clivantes.
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e Hidrolizantes de ligacdes glicosidicas, nestas incluem:

a. Polimetilgalacturonases (PMG): catalisam a clivagem hidrolitica da ligacao
glicosidica a-1,4 da pectina. Estas sao subdivididas em endo-PMG (EC
3.2.1.15), que causa clivagem randdmica da ligagao glicosidica a-1,4 da
pectina, preferencialmente, na pectina altamente esterificada e exo-PMG
(EC 3.2.1.15), que causa clivagem sequencial da ligacdo gicosidica a-1,4
da pectina na extremidade néo redutora da cadeia da pectina.

b. Poligalacturonases (PGs): catalisam a hidrélise da ligagdo glicosidica a-
1,4 do acido péctico (acido poligalacturénico). Elas séao classificadas em
endo-PG (EC 3.2.1.15), que catalisa a hidrdlise randémica da ligacao
glicosidica a-1,4 do acido péctico e exo-PG (EC 3.2.1.67), que catalisa a
hidrélise sequencial da ligagdo glicosidica a-1,4 do &cido péctico na
extremidade nao redutora da cadeia.

e Clivantes: clivam a ligagdo glicosidica a-1,4 por trans-eliminagéo,
resultando em galacturonideos com uma ligacdo insaturada no C4 e C5 na
extremidade ndo redutora do acido galacturdnico formado. Nestas incluem:

a) Polimetilgalacturonato Liase (PMGL, EC 4.2.2.10): catalisa a quebra da
pectina por clivagem trans-eliminativa. S&o classificadas em endo-PMGL,
que catalisa a clivagem randémica da ligagao glicosidica a-1,4 da pectina
e exo-PMGL, que catalisa a gquebra sequencial da pectina por trans-
eliminacdo na extremidade da cadeia.

b) Poligalacturonato Liase (PGL): catalisa a clivagem da liga¢do glicosidica
a-1,4 do &cido péctico por trans-eliminacdo. Sao divididas em endo-PGL
(EC 4.2.2.2), que catalisa a clivagem aleatéria da ligacao glicosidica a-1,4
do &cido péctico e exo-PGL (EC 4.2.2.9), que catalisa a clivagem
sequencial da ligacao glicosidica a-1,4 do &cido péctico na extremidade
da cadeia (KASHYAP et al., 2001; BIZ et al., 2014).

As PGs parecem ser as enzimas pécticas mais frequentemente encontradas.
Elas sdo formadas na maioria dos tecidos vegetais, particularmente em frutos em
maturacdo. Além disso muitos microrganismos patogénicos e plantas saprofitas
produzem PGs (JUWON et al., 2012).
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3.3 Poligalacturonase

Biologicamente, PGs (EC 3.2.1.15) formam uma classe de enzimas com
papel importante no crescimento das plantas e nos processos fitoquimicos, isto
devido a sua contribuicdo no amolecimento de frutas através da acédo hidrolitica na
ligacdo glicosidicas do tipo a-1,4 na cadeia principal da pectina ndo esterificada.
Além disso, estas enzimas sdo comercialmente importantes devido ao seu continuo
aumento da demanda nos mercados mundiais para aplicacdo na industria de
alimentos (NAKKEERAN et al.; 2010; SIEIRO et al., 2014; TAPIAS et al., 2016). Sua
maior aplicacdo encontra-se na clarificacdo de sucos de frutas, na qual o principal
objetivo do tratamento é degradar as substancias pécticas responsaveis pela
turbidez e formacao de precipitados apdés o envasamento do suco (SILVA et al.;
2005; MEYER et al.; 2001).

As poligalacturonases (PGs) sdo produzidas por varios organismos, como
plantas, bactérias e fungos (ANAND, G.; YADAV, S.; YADAV, D., 2017). As
poligalacturonases fungicas sdo geralmente proteinas monoméricas com teor de
carboidrato de 5 a 85% e massas moleculares de 20 a 95 kDa. A maioria séo
mesofilicas e acidas, que exibem atividade 6tima a 30 - 55 °C e em pH 3,5 - 5,5
(PAN et al., 2015; MA et al., 2016).

Poligalacturonases séo classificadas em dois grupos, as enzimas do tipo endo
e exo-poligalacturonases. As endo-PG agem em &cido poligalacturénico (PGA)
liberando oligossacarideos de curto grau de polimerizacdo (acidos tri e tetra-
galacturénico) como produtos de hidrélise finais, enquanto exo-PG liberam &acidos
monogalacturdnico (Fig. 3) (QUIROGA et al., 2009; TOUNSI et al., 2016).

Muitas endo-PGs foram purificadas e caracterizadas a partir de fungos,
leveduras, bactérias e, entre as quais, as endo-PGs flngicas sdo consideradas
como boas candidatas para a producédo industrial devido a sua estabilidade em pH
gue variam de 4,0 a 6,0 (CHENG et al., 2016).
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Figura 3 Modo de acdo de Endo e Exo-poligalacturonase e seus derivados (modificado de
Adapa et al., 2014).

3.4 Fontes microbianas de pectinases

As enzimas utilizadas na indlstria sdo obtidas primariamente de
microrganismos, dos quais, 50% originam a partir de fungos e leveduras, 35% a
partir de bactérias, enquanto os 15% restantes sdo de origem animal ou vegetal
(GARG et al.,, 2016). As enzimas microbianas sdo mais ativas e estaveis que
enzimas de plantas e animais. Além disso, 0s microrganismos representam uma
fonte alternativa de enzimas porque elas podem ser cultivadas em grandes
guantidades em um curto periodo de tempo por fermentacdo e devido a sua
diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética (ANBU et al.,
2015).

Fontes microbianas das pectinases sao utilizadas para a produc¢éo industrial e
aplicacao de varios processos, incluindo clarificacdo de sucos de frutas, degomagem
e maceracao de fibras vegetais, tratamento de residuos pécticos de agua, industria
de papel e celulose (PADMA et al., 2011; TORRES et al., 2011; DEY & BANERJEE,
2014). Varios géneros de microrganismos, tais como Bacillus, Erwinia,
Kluyveromyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Pseudomonas, Penicillium e
Fusarium s&o conhecidos como bons produtores de pectinases (ZENI et al., 2011).

O potencial biotecnoldgico de enzimas pectinoliticas obtidas a partir de fungos
tem atraido grande atencdo de inumeros pesquisadores em todo o mundo.

Caracteristicas expostas por fungos filamentosos torna-os bons modelos para
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aplicacdes industriais. Entre alguns deles, é relevante sua capacidade para a
fermentacdo, para producdo de grandes quantidades de enzimas extracelulares
(varios gramas por litro, em cepas de Aspergillus), a viabilidade de cultivo, e o baixo
custo de producdo em grandes biorreatores. Os fungos filamentosos mais
frequentemente utilizados para a producdo de enzimas de degradacao de polimero
sdo o Trichoderma reesei e algumas linhagens de Aspergillus e Penicillium
(MARQUEZ et al., 2011). A producéao de pectinases por fungos filamentosos varia de
acordo com o tipo de cepa, as condicbes de cultura (pH, temperatura, aeracao,
velocidade de agitacdo e tempo de incubacdo) e a composicdo do meio de
crescimento (principalmente carbono e fontes de nitrogénio). Por conseguinte, estes
tém de ser especificados individualmente para cada linhagem de interesse (GOMES
et al., 2011).

Na industria de suco de frutas, as enzimas produzidas a partir de fungos séo
amplamente utilizadas, pois além de potentes produtores de enzimas pécticas, o pH
otimo das enzimas destes fungos é muito préximo do pH 3,0 a 5,5, que é o da
maioria dos sucos (CHENG et al., 2016; SIDDIQUI et al., 2012). As pectinases com
elevada atividade especifica a temperaturas mais baixas sdo favoraveis, uma vez
gue o risco de crescimento microbiano durante o processamento do suco pode ser
minimizado em temperaturas baixas. Assim, pectinases adaptadas ao frio, tais como
as PGs de leveduras, apresentam grande potencial para aplicacdo no
processamento de alimentos (YUAN et al., 2011; SASSI et al., 2016).

A caracterizacdo da pectinase é necessaria para sua efetiva utilizacdo ja que
0sS parametros bioquimicos ajudam na determinacédo da aplicabilidade industrial da
enzima. Para aplicacbes de enzima como catalisador € essencial que ela seja
estavel, assim estudos enzimaticos estdo sendo direcionados para o
desenvolvimento de metodologias que possam aumentar a estabilidade da enzima.
Do ponto de vista comercial, é primordial a elucidacdo detalhada dos mecanismos
responsaveis pela estabilizacdo e desestabilizacdo de enzimas em temperaturas
elevadas (JOSHI et al., 2015).
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4. CAPITULO |

Purificacao, caracterizacao e aplicagcdo de uma exo-poligalacturonase de
Penicillium janthinellum VI2R3M

Juliana Pagnonceli, Giovane Bruno Rocha, Leticia Mara Rasbold, Indianara Kawana Bueno, Alexandre Maller.

Universidade Estadual do Oeste do Parand, Cascavel, Parana, 85819-110

Resumo

Poligalacturonases (PGs) sao utilizadas na industria para o processo de clarificacao
de sucos de frutas. Uma PG foi obtida a partir de cultivos com fibra da casca de
maracuja, como fonte de carbono, contendo o fungo Penicillium janthinellum VI2R3M
e purificada (3,1 vezes) por cromatografia de troca ionica e gel filtracdo. A massa
molecular relativa da poligalacturonase purificada foi de aproximadamente 102,0
kDa. A enzima apresentou atividade maxima em pH 5,0 e temperatura de 50 °C,
mantendo-se 100% estavel a 50 °C por 30 minutos e 80% em pH 3,0 a 5,0 por 24
horas. Os parametros cinéticos Kn, Vmax € Keat para hidrolise da pectina foram de
2,56 mg/mL, 163,1 U/mg e 277 s’ respectivamente. A PG apresentou
especificidade para hidrolisar acido poligalacturénico, com atividade exo-PG
liberando acidos mono-galacturénicos, e consideravel aumento de atividade na
presenca de Mg?*. Os sucos clarificados com adi¢do de PG, entre eles laranja, maca
e manga apresentaram aumento da transmitancia em 35%, 45%, 49%,
respectivamente, com reducdo da cor em 22%, 51%, 55%, respectivamente. Os
resultados sugerem gque a nova linhagem Penicillium janthinellum VI2R3M apresenta
alta producdo de poligalacturonases e esta enzima possui grande potencial para

aplicacdes biotecnoldgicas na industria de sucos.

Palavras-chave Penicillium janthinellum, poligalacturonase, exo-poligalacturonase,

purificacéo, clarificacao

Introducéo

A pectina é o terceiro polissacarideo estrutural encontrado na parede celular
primaria e lamela média das plantas. Contribui para firmeza e estrutura das plantas e

€ constituida principalmente por cadeias lineares de &cidos 1,4-a-D-galacturénico,

gue sdo parcialmente metil ou acetil esterificadas em diferentes graus [1, 2]. A
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pectina presente em frutas e legumes permanece na polpa durante a extracao do
suco, provocando turbidez. O uso de enzimas pectinoliticas (pectinases) na
degradacdo da pectina resulta na clarificacdo e diminuicdo da viscosidade, tendo
assim aumento no rendimento do suco [3]

A degradacdo da pectina é facilitada principalmente pelo grupo de enzimas
denominadas pectinases. Estas incluem a pectina metil esterase (PME, EC
3.1.1.11), pectina liase (EC 4.2.2.10), endo-poligalacturonase (EC 3.2.1.15) e exo-
poligalacturonase (EC 3.2.1.67) [4, 5]. Quando desmetilada, a pectina passa a
formar o &cido poligalacturénico (PGA) ou acido péctico que é o substrato preferido
para a maioria das poligalacturonases (PGs) [6].

As pectinases tém diversas aplicacbes na inddstria, especialmente na
extracdo e clarificacdo de suco de frutas e vinhos, degomagem de fibras vegetais,
extracdo de 6leo vegetal, fermentacao de café, tratamento de aguas residuais e na
industria de alimentacdo animal [7, 8, 9, 10]. Das pectinases comerciais, a maioria
das enzimas sdo produzidas a partir de fontes fungicas como Aspergillus spp e
Penicillium spp [4]. Nas industrias, a principal pectinase utilizada na extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas é a PG, também produzida a partir de fungos [3].

As PGs sao classificadas de acordo com sua especificidade ao substrato e a
posicdo das ligacbes que elas hidrolisam [11]. Quando enzimas do tipo endo-
poligalacturonase (endo-PG) atuam sobre o acido poligalacturdnico, elas liberam
oligossacarideos de baixo grau de polimerizacdo (acidos tri e tetra-galacturénicos)
como produtos finais de hidrélise, enquanto a exo-poligalacturonase (exo-PG) libera
principalmente acido mono e di-galacturdnico [12].

Ha& mais de 60 anos, preparacfes de enzimas pectinoliticas tem sido
utilizadas na producéo de suco de frutas. Elas sédo pré-requisito para obtencdo de
sucos claros e estaveis, com concentrados de alta qualidade, e que proporcionam
rendimento satisfatorio do suco, juntamente com boa economia de processos [13]. A
purificagdo e a compreensao das propriedades enzimaticas séo indispenséaveis a fim
de explorar as enzimas pécticas como biocatalizadores industriais em algumas
areas especificas. Em vista disso, varios pesquisadores estdo focando na
purificacdo, no desempenho catalitico e na estabilidade de enzimas de varias
origens [14]. Estudos de purificacdo e caracterizacdo de varias pectinases de
diversas linhagens de Penicillium foram documentadas na literatura. No entanto, nao
ha relatos sobre as propriedades bioquimicas, termoestabilidade, cinética e

aplicacao de uma PG de P. janthinellum VI2R3M, isolado de fragmentos florestais de
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Mata Atlantica. Considerando isto, o presente estudo relata detalhadamente a
producao, purificacdo e caracterizacdo de uma nova exo-PG da linhagem fungica P.

janthinellum VI2R3M e sua aplicagcdo em suco de frutas.

Material e Métodos

Microrganismo e Producédo Enzimatica

O microrganismo utilizado neste estudo foi o fungo P. janthinellum VI2R3M
pertencente ao Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, o qual foi isolado a partir do solo de uma reserva de
Mata Atlantica, situado no Refugio Biolégico Bela Vista, localizado no municipio de
Foz do Iguacu — PR. A determinacdo de espécie do microrganismo foi realizada pela
empresa Helixxa, através do sequenciamento da regido ndo codificadora ITS
(Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomal utilizando a técnica de Sanger. A
determinacao de género e espécie fungica foi conduzida através da comparacéo da
sequéncia consenso obtida contra a base de dados Centro Nacional de Informagé&o
Biotecnologica (NCBI), utilizando a ferramenta BLAST. A sequéncia da regido de
ITS1 a ITS4 do fungo P. janthinellum VI2R3M encontra-se depositada com nuamero
de acesso MG991257 no GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

O cultivo do fungo foi realizado em meio liquido, na qual 1 mL de suspenséao
de esporos (2,7x10* esporos/mL) foi inoculado em frascos Erlenmeyer (125 mL)
contendo 25 mL de meio Khanna [15], como suplemento mineral, com 1% de
diferentes fontes de carbono, e incubado a 28 °C em modo estacionario. Quando a
producdo enzimatica atingiu 0 seu maximo, no sétimo dia, a cultura foi filtrada sob
vacuo com auxilio de bomba de vacuo e papel de filtro Whatman#1, seguida de
didlise contra agua destilada por aproximadamente 12 horas a 4 °C.

A inducdo do complexo pectinolitico em meios de cultivo suplementados por
residuos e subprodutos agroindustriais, como palha de arroz, palha de feijao, palha
de milho, palha de trigo, fibra da casca de maracuja, bagaco de cana, bagaco de
cevada, casca de amendoim, casca de laranja, casca de limao, casca de macga,
casca de batata, residuo fibroso de mandioca e sabugo de milho, foram investigados
por apresentarem alta porcentagem de pectina na sua constituicdo. Pectina citrica
(Sigma) e glicose foram utilizadas como controles positivo e negativo na produgao

de PG, respectivamente.
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Ensaios Enziméticos

A atividade da poligalacturonase foi determinada utilizando substrato acido
poligalacturénico 1% (p/v) (Sigma) em tampado acetato de sédio 0,05 M pH 5,0 a
50 °C, por 5 min. Os acucares redutores produzidos foram quantificados conforme o
método de Miller [16]. A unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de agucar redutor por minuto, nas
condicbes de ensaio. A atividade especifica foi expressa em unidade de atividade
total por mg de proteina total (U/mg).

A concentragéo de proteina (mg/mL) foi determinada em espectrofotdmetro a
595 nm pelo método de Bradford [17], empregando-se soro albumina bovina (BSA)

como padrao.

Purificacao da Poligalacturonase

O extrato enzimatico foi equilibrado com tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,5 e
aplicado na coluna cromatografica de troca i6nica DEAE- Sephadex. Apds a
lavagem da coluna com o mesmo tampéao, as proteinas carregadas negativamente
foram eluidas com o gradiente de NaCl 0 a 1 M em tampéo. Foram coletadas
fracOes de 5 mL/tubo e determinada a atividade enzimética e o contetdo proteico. A
fracdo com maior atividade poligalacturonasica foi liofilizada, ressuspendida em 1
mL e aplicada na coluna de gel filtragcdo Sephadex G100, previamente equilibrada
com tampao Tris-HClI 10 mM pH 7,5. Foram recolhidas fragbes de 1 mL e foi
determinada a atividade enzimatica e o conteudo proteico. As aliquotas com maior
atividade foram reunidas, dialisadas e liofilizadas para testes posteriores. Todas as

etapas de purificacdo foram realizadas a 4 °C.

Determinagao da Massa Molecular e Detecc¢ao da Atividade da Enzima

Para verificar a massa molecular da enzima purificada, foi realizada
eletroforese em condigbes desnaturantes como descrita por Laemmli [18], utilizando
gel na concentracdo de 10% de acrilamida. A revelacao do gel foi feita com nitrato
de prata [19]. Os marcadores de massa molecular foram de 14,4 a 97 kDa da GE
Healthcare UK Limited.

Para visualizacdo da atividade da poligalacturonase (zimograma) foi utilizado
o mesmo gel de proteinas, porém com amostra ndo desnaturada. Apds a corrida
eletroforética o gel foi incubado a 50 °C por 2 horas com substrato (pectina citrica
1%) e em seguida corado durante 30 minutos com 0,02% de vermelho de ruténio e
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lavado com &gua destilada até a banda de atividade da poligalacturonase ser

visualizada como area clara.

Efeito da Temperatura sobre a Atividade e Estabilidade Enzimatica

A temperatura 6tima de atividade da poligalacturonase foi verificada através
da dosagem de acucares redutores pelo método de Miller [16], em temperaturas que
variaram de 30 a 70 °C.

A estabilidade térmica foi observada através da incubacdo da enzima na
auséncia do substrato a 50, 60, 70 °C, por até 120 minutos, seguida da quantificacao

da atividade enzimatica através do meétodo de Miller [16].

Efeito do pH sobre a Atividade e Estabilidade Enzimatica

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi verificada através da
solubilizagédo do substrato da reacao (acido poligalacturdnico), em tamp&o Mcllvaine
(citrato-fosfato 100 mM), variando o pH entre 3,0 e 10,0. Apds, foi determinada a
atividade enzimatica.

A estabilidade do pH foi avaliada incubando a PG purificada em tampao
Mcllvaine, ajustados em pH diferentes (3-10) a 4 °C por 24 horas, na auséncia do
substrato. Em seguida, foi determinada a atividade enziméatica através do método de
Miller [16].

Especificidade ao Substrato

A especificidade da PG purificada ao substrato foi conduzida mediante a
incubacdo da enzima com 1% (p/v) de cada substrato (acido poligalacturénico,
pectina citrica, carboximetilcelulose — CMC, celulose microcristalina - Avicel®, amido
e xilano) em tampéo acetato de sédio 0,05 M pH 5,0 durante 5 minutos a 50 °C. A
atividade poligalacturonasica foi determinada pelo método de Miller [16]. Para o
calculo da atividade relativa dos outros substratos, o acido poligalacturdnico foi

utilizado como controle (100%) por apresentar maior atividade enzimética.

Influéncia de lons Metalicos na Atividade da Poligalacturonase

O efeito dos fons metalicos K*, Na*, Ca®*, Mg**, Fe?*, Ba**, Co**, Cu?*, Mn%",
Pb?* e Hg?* e EDTA na concentracdo de 1 mM e 2 mM foram avaliadas através da
atividade enzimética residual pelo método de Miller [16]. A mistura reacional com

EDTA foi utilizada como controle negativo.
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Determinacgéo dos Parametros Cinéticos

As equacdes de Michaelis-Menten foram usadas para determinar 0 Kn, € Viax
da enzima, seguido do calculo de K.y O efeito da concentragdo do substrato na
atividade da PG foi realizado utilizando acido poligalacturénico como substrato em
vérias concentracdes (0,2 — 20 mg/mL). A atividade enzimética foi determinada em
pH e temperatura ideais da enzima. Os dados foram calculados usando o programa
Enzyplot [20].

Andlise da Cromatografia em Camada Delgada dos Produtos da
Poligalacturonase

Para determinar o modo de acdo da PG, os produtos da hidrdlise do acido
poligalacturénico foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD). As
amostras com o0 substrato acido poligalacturdénico 1% foram incubadas em banho-
maria a 50 °C nos diferentes tempos de reacéo (5, 15, 30, 60 e 120 minutos). Em
seguida foram aplicadas na placa de gel de silica e a placa de CCD foi colocada na
mistura (n-butanol: agua destilada: acido acético (5:3:2 (v / v)) como a fase movel.
No final da migracgdo, a placa foi pulverizada com reagente (0,2% orcinol dissolvido
em metanol: acido sulfarico (9:1 (v / v)) e apos revelado por aquecimento a 100 °C.
Os acidos mono-, di- e trigalacturénico foram usados como padrbes, seguido do
controle (acido poligalacturdonico 1%) fervido por 3 minutos sem a enzima e das

amostras nos diferentes tempos de reacao.

Clarificacdo de Sucos pela Poligalacturonase Purificada

As frutas utilizadas para o teste foram: magé gala (Malus Communis), manga
tommy (Mangifera indica L.) e laranja pera (Citrus sinensis). O suco foi extraido de
duas macgéas com casca (322 g), duas laranjas sem casca (441 g) e uma manga sem
casca (311 g) através de um liquidificador com adicdo de agua na proporcéo 4:1
(fruta:agua). A polpa extraida foi filtrada em tamis e em seguida foram adicionadas
dez unidades de PG purificada por mililitro de suco e incubadas por 4 horas a 50 °C.
O mesmo volume de suco também foi incubado, sem adicdo de enzimas, e usado
como controle. O controle e o suco tratado com PG foram centrifugados a 5.000 rpm
por 15 minutos em 4 °C. Os sobrenadantes foram analisados segundo o0s
parametros de pH, turbidez (% T660nm) e cor (A420nm), usando um
espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis, e comparados ao controle sem adicdo de

enzima.
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Resultados e Discussao

Producéao e Deteccdo da Poligalacturonase

A producéo de PG por P. janthinellum VI2R3M teve maior inducao por fibra da
casca de maracuja (1%) como fonte de carbono em sais de Khanna [15] (Figura 1).
Nos ultimos anos houve um aumento na tentativa de tornar mais eficiente a
utilizacao de residuos agroindustriais como fonte de carbono em bioprocessos, cuja
disposicdo no meio ambiente causa sérios problemas de poluicdo. No presente
estudo a atividade da PG foi de 74,8 U/mL, sendo superior a atividade de 16,54
U/mL, relatada por Ma et al [11], para uma PG de P. janthinellum. Este resultado

evidencia que esta linhagem € hiperprodutiva e é adequada para estudos

posteriores.
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Figura 1 Producdo de poligalacturonase em meio Khanna suplementado com fontes de carbono
variadas.

Purificacdo de uma Poligalacturonase

A PG foi purificada através de colunas cromatogréaficas em duas etapas: 1)
sistema de cromatografia de troca ibnica, DEAE-Sephadex e 2) cromatografia de
filtracdo em gel, Sephadex G100 (Tabela 1). Ao final do processo, a enzima foi
purificada 3,1 vezes com recuperacao de 6,2%. A atividade especifica para acido

poligalacturénico (PGA) foi de 110,5 U/mg. Em comparacdo ao P. notatum, ambas
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enzimas foram purificadas 3 vezes, porém a PG de P. notatum apresentou 27,79
U/mg de atividade especifica [14].

A PG purificada foi confirmada por homogeneidade eletroforética em SDS-
PAGE (Figura 2). A banda unica corresponde a massa molecular relativa de
aproximadamente 102,0 kDa, maior que a PG de P. janthinellum sw09 de 66,2 kDa
descrita na literatura [11]. As PGs de diferentes microrganismos foram relatadas com
pesos moleculares variando de 24 kDa a 124 kDa [21, 5]. A analise do zimograma
da PG purificada mostrou uma zona de hidrélise na altura da enzima, demonstrando

a presenca de atividade da PG (Figura 1).

Tabela 1 Tabela de purificacdo da PG de Penicillium janthinellum VI2R3M.

Passos da Volume Proteina Atividade Atividade Recuperacao Fator de

Purificacéo (mL) Total Total Especifica (%) Purificacé@o
(mg totais) (U totais) (U/mg) (vezes)

Extrato 100 210 7480 35,6 100 1,0

bruto

DEAE 25 30 1672 55,7 22,6 1,6

Sephadex

Sephadex

G100 14 4,2 464 110,5 6,2 31

kDa M 1 2

97

66

45

30

20.1

14.4

Figura 2 Analise por SDS-PAGE e zimograma da PG purificada: M: Marcador de
massa molecular, 1: PG purificada, 2: Detec¢édo da atividade da PG por zimograma
com 0,02% de vermelho de ruténio.
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Efeito da Temperatura e pH na Atividade e Estabilidade da Poligalacturonase

A temperatura ideal de atividade enzimatica foi de 50 °C (Figura 3A).
Temperatura semelhante de atividade enzimética foi relatada para a PG de P.
notatum, A. niger, A. awamori e Fusarium graminearum [14, 5, 8, 22].

Os resultados dos ensaios de termoestabilidade indicaram que a pectinase
manteve aproximadamente 100% de sua atividade apOs a incubacdo durante 30
minutos a 50 °C e aproximadamente 90% até 2 horas na mesma temperatura
(Figura 3B). No entanto, a 60 °C o tempo de meia vida (Ty/;) foi de aproximadamente
15 minutos e a 70 °C a enzima perde totalmente sua atividade nos primeiros 5
minutos. Este comportamento pode ser explicado pela desnaturagéo da enzima, na
qual o calor tem efeitos complexos nas muitas interagfes fracas da proteina [6].

Os resultados do efeito do pH sobre a reacdo enzimatica revelaram que a
pectinase apresentou maior atividade em pH 5,0 (Figura 3C). Tal pH esta na faixa da
maioria das pectinases fungicas descritas, que tem pH ideal entre pH 3,0 e 6,0
sendo este também o pH 6timo do fungo mesofilo P. janthinellum sw09 e P. occitanis
[11, 12].

O efeito do pH na estabilidade de P. janthinellum VI2R3M foi investigado
incubando a enzima a 4 °C em diferentes pHs por 24 h. Os resultados mostraram
gue a enzima foi estavel em pH de 5,0, mantendo mais de 80% de sua atividade
entre o pH 3,0 e 5,0 (Figura 3D). Acima de pH 5,0 a estabilidade da enzima
comecou a diminuir sendo que acima do pH 9,0 nenhuma atividade foi detectada. A
estabilidade do presente estudo esta de acordo com Siddiqui et al [23], no qual
observaram que a estabilidade maxima da PG era entre o pH 4,0 e 5,0 e acima disto
ha queda da atividade enzimética. Segundo a classificacdo descrita por Kant et al
[24], esta pectinase pode ser considerada como uma pectinase acida, a qual sua

utilizacdo é mais voltada na clarificacado de sucos e vinhos.
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Figura 3 Efeito da temperatura e pH na atividade e estabilidade da PG: (A) Temperatura 6tima; (B)
Estabilidade da temperatura - Simbolos 50°C (m), 60°C (A ) e 70°C (x); (C) pH 6timo; (D) Estabilidade
ao pH.

Especificidade ao Substrato

A PG purificada exibiu 100% de atividade no &cido poligalacturénico, 55,5%
na pectina citrica e ndo mostrou atividade com CMC, Avicel®, amido e xilano (Tabela
2). Este resultado foi similar a PG do P. oxalicum [25] a qual ndo apresenta atividade
com CMC e xilano, sugerindo que a PG de P. janthinellum VI2R3M foi

especificamente ativa para as ligagdes do acido a-1,4-galacturénico.

Tabela 2 Especificidade ao substrato da PG de Penicillium janthinellum VI2R3M.

Substrato Atividade relativa (%)
Acido poligaracturénico 100,0
Pectina citrica 55,5
Carboximetilcelulose — CMC ND*
Celulose microcristalina — Avicel® ND*
Amido ND*
Xilano ND*

*Nao detectado



31

Influéncia de lons Metéalicos na Atividade da Poligalacturonase

O efeito de diferentes ions metalicos sobre a atividade da PG, sob condi¢des
Otimas de pH e temperatura sao apresentados na Tabela 3. Os resultados indicam
que a atividade da PG foi aumentada para 125% na presenca de 1 mM de Mg?*, um
aumento semelhante de 130% que foi relatado com o fungo P. occitanis. Muitas
enzimas necessitam de um componente quimico adicional denominado cofator que
pode ser um ou mais ions inorganicos. Enzimas podem ser deficientes de ions, de
modo que a adicdo do ion aumenta a velocidade de reacdo ou pode ser fator
essencial para a reacdo ocorrer. A atividade enzimatica foi levemente inibida por
Na’, K*, Ca®*, Fe?* e Co?". Segundo Sassi et al [6], a inibicdo causada por Ca®" e
Fe?* é resultado da interacdo desses fons com a enzima ou com o substrato péctico
causando a gelificacdo ou precipitacdo do substrato. A maior inibicdo ocorreu com
Cu?*, Mn?*, Pb** e Hg?* no qual também é observada na PG do fungo P. occitanis [6,
12].

Tabela 3 Efeito de ions metélicos na atividade da PG de Penicillium janthinellum VI2R3M.

Atividade relativa* (%)

jon metalico
ImM 2mM
EDTA (controle) 100,0 + 2,41 100,0 + 1,17
Mg 1254 + 0,95 1192 + 0,31
Na’ 98,3 + 0,57 88,4 + 280
ca* 96,8 + 1,26 79,2 + 0,90
K* 93,9 + 1,16 88,5 + 1,57
Co* 92,0 + 1,94 747 + 1,12
Fe? 91,1 + 1,26 63,2 + 1,65
Ba' 61,8 + 1,13 28,2 + 4,12
Pb** 18,4 + 2,55 10,4 + 2,89
Hg** 155 + 1,11 36 + 1,40
Mn?* 12,6 + 0,60 0,0 + 0,55
cu® 123 + 1,78 48 + 1,17

* Valores representam a média + erro padrédo de trés repeticdes independentes.

Parametros Cinéticos

O valor de K, para degradacdo do acido poligalacturénico pela enzima
purificada foi de 2,56 mg/mL, sendo superior ao valor de uma exo-PG de P.
janthinellum (1,74 mg/mL) [11]. Um K muito proximo foi relatado para uma exo-PG
de A. niger (2,3 mg/mL) [5], e um muito baixo para uma exo-PG de P. frequentans
(0,059 mg/mL). O Vnax detectado neste trabalho (163,1 U/mg) foi maior do que valor
a endo-PG de Achaetomium sp. Xz8 (97,951 U/mg) [25]. A constante de velocidade
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catalitica (Kca) encontrada foi de 277 s, sendo inferior ao valor de 403 s™ para uma
PG de Fusarium moniliforme [26].

Modo de Acéao da Poligalacturonase

Para determinar o modo de acdo da PG como uma endo ou exo-enzima, 0S
produtos de hidrolise da reacdo foram analisados por cromatografia em camada
delgada. Conforme ilustrado na Figura 4, foi observado apenas a liberacdo de acido
mono-galacturénico como resultado de hidrdlise e conclui-se que a PG atua como
uma exo-PG. Duas exo-PGs de A. niger e uma exo-PG de Pycnoporus sanguineus
foram relatadas na literatura com modo de acédo semelhante [27, 9].

M D T P 5 15 30 60 120

Figura 4 Cromatografia em camada delgada (CCD) da PG purificada de Penicillium janthinellum
VI2R3M. Simbolos: (M) Padréo de 4cido monogalacturdnico; (D) Padréo de acido digalacturénico; (T)
Padrdo de &cido trigalacturénico; (P) Acido poligalacturénico 1% - controle; (5) a (9) indicam os
tempos de 5, 15, 30, 60, 120 minutos de hidrélise da PG incubada, respectivamente.

Aplicacdo da Poligalacturonase Purificada na Clarificagdo de Sucos

A aplicacdo da PG purificada na clarificacdo de sucos de frutas foi estudada
nos sucos de laranja (pH 3,5), maca (pH 4,0) e manga (pH 4,5). A transmitancia
percentual (%T660) aumentou 35%, 45% e 49%, respectivamente, com reducao da
cor (%A420) de 22%, 51% e 55% respectivamente (Tabela 4). Este resultado
sugere que a PG foi mais eficiente no suco de manga do que de maca e laranja,
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resultando em sobrenadantes mais claros devido a degradacdo de moléculas de
pectina insollveis em &cido galacturénico solivel. Na Tabela 4 podemos verificar

gue a PG néo alterou o pH dos sucos durante o tratamento.

Tabela 4 Efeito da PG na clarificacdo de sucos de laranja, mac¢é e manga. (Os dados sdo em relagédo
aos controles sem adi¢cdo da enzima).

%T 660 %A 450 pH inicial pH pés tratamento
Suco de laranja 35 22 3,5 3,5
Suco de maca 45 51 4,0 4,0
Suco de manga 49 55 4,5 4,5

A enzima teve maior acdo no suco que apresenta pH 4,5 (manga), o qual é o
gue mais se aproxima do pH de melhor atividade da enzima (pH 5,0). Porém, A PG
purificada é adequada para a clarificacdo de todos os sucos testados, ja que a
maioria das bebidas de frutas sdo de natureza acida e esta PG apresenta maior
estabilidade em pH &cido. O valor da transmitancia do suco de laranja pode ser
comparavel ao de uma exo-PG de A. niger, a qual aumentou a transmitancia em
27% [5]. Uma PG produzida por A. niger tem sido usada para clarificacdo de suco de
banana [28]. Na Figura 5 observa-se a diferenca evidente entre as amostras tratadas

com a enzima e o controle.

Laranja Maca Manga
C Al A2 A3 C Al A2 A3 C Al A2 A3

N

=

Figura 5 Clarificacdo de sucos. Simbolos: (C) controle; (Al), (A2) e (A3) amostras tratadas com PG.

Conclusao

O fungo filamentoso Penicillium janthinellum VI2R3M foi eficiente na producéo
de uma exo-poligalacturonase em meio Khanna suplementado com fibra da casca
de maracuja. A utilizacdo deste residuo agroindustrial para obter a enzima pode
contribuir para diminuir os custos de producdo da PG. Foi observada massa
molecular de 102 kDa com pH e temperatura 6tima de 5,0 e 50 °C. O Kp, Vimax € Keat
da PG purificada foram de 2,56 mg/mL, 163,1 U/mg e 277 s, respectivamente, e 0
Mg** melhorou a atividade enzimatica. Vale ressaltar que a enzima apresentou

excelente atividade e estabilidade em pH &cidos, apresentando Otima atuacdo na



34

clarificacdo de sucos de laranja, manga e maca, possibiltando uma boa

performance em processos industriais.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A enzima exo-poligalacturonase de Penicillium janthinellum VI2R3M purificada
neste trabalho apresentou propriedades funcionais interessantes para sua possivel
aplicacao industrial. Mostrou-se altamente ativa em pH 5,0 e temperatura de 50 °C,
bem como foi estdvel em ampla faixa de pH e temperatura. Além disso, 0 emprego
do residuo de maracuja como indutor e substrato na sintese da enzima exo-
poligalacturonase é de grande vantagem por ser abundante e de baixo custo.

Pode-se concluir que a exo-poligalacturonase obtida do fungo isolado da Mata
Atlantica do Parana, P. janthinellum VI2R3M, por exibir esse comportamento acido,
possui grande potencial para aplicagbes biotecnoldgicas principalmente na industria

de sucos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Na biotecnologia, os fungos apresentam diversas vantagens na producao
enzimatica, devido seu alto potencial na producdo, por serem de facil
manipulacéo e baixo custo.

As propriedades cataliticas e a estabilidade das proteinas em condigbes
fisico-quimicas diferentes sdo muito importantes para melhor compreender suas
propriedades bioguimicas e para explorar estas enzimas nos processos industriais.

O Brasil possui uma das mais importantes economias baseadas ha
agricultura, produzindo e exportando soja, milho, mandioca, café, aglcar de cana,
frutas, entre outros. No entanto, a producédo destes produtos gera uma grande
guantidade de residuos. Na tentativa de tornar mais eficiente a utilizacdo destes
residuos, a inovacdo biotecnologica na area de enzimas e a tecnologia de
fermentacdes, vem sendo uma nova perspectiva nos ultimos anos. Umas das
aplicacbes em potencial desses residuos pode ser sua utilizacdo como fonte de
carbono em bioprocessos para obtencdo de produtos quimicos e de produtos de
maior valor agregado, como as enzimas.

Este trabalho buscou isolar e selecionar um fungo com potencial producao de
poligalacturonase através de uma selecéo de fungos mesoéfilos presentes na colecao
de fungos do laboratoério e a obtencédo da poligalacturonase pura com alto indice de
recuperacdo apO0s os meétodos cromatograficos inicialmente propostos. Assim, a
descoberta de um fungo filamentoso com alta producdo enziméatica em meio de
cultivo suplementado com residuo agro-industriais, e uma poligalacturonase com

propriedades fisico-quimicas interessantes, possibilitam uma futura aplicacao
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industrial através de estratégias que reduzam o0s custos, que garantam um melhor e
maior rendimento, bem como mantenham a atividade enzimatica e pureza da
proteina.

Muita pesquisa tem sido focada para explorar novas enzimas pécticas e
desenvolver estratégias para melhorar suas caracteristicas cataliticas. Abordagens
na engenharia genética, como tecnologia de DNA recombinante, e mutagénese
fazem grandes contribuicbes na reducéao dos custos de producéo e no fornecimento
rapido e suficiente de enzimas. Pesquisadores modificam quimicamente as
pectinases através do uso de técnicas de imobilizacdo para melhorar suas
caracteristicas cataliticas e termoestabilidade.
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