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PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E APLICAGCAO DE UMA EXO-
POLIGALACTURONASE DE Aspergillus terreus PA3A5T NA CLARIFICACAO
DE SUCOS DE FRUTAS

RESUMO

Com os avangos no setor biotecnologico e crescente demanda para otimizar e
diminuir os custos de producéao, a utilizacdo de enzimas, principalmente de origem
microbiana, tem ganhado forga. Dentre essas enzimas, as pectinases tém sido
empregadas nos processos de clarificacdo de sucos de frutas, diminuindo a sua
viscosidade e turbidez, permitindo, dessa forma, a obtencdo de sucos claros e
estaveis de alto valor agregado. Este estudo teve por objetivo purificar, caracterizar
e avaliar a aplicacdo de uma exo-poligalacturonase de Aspergillus terreus PA3A5T
na clarificacéo de sucos de frutas. A partir das otimizacdes das condi¢cdes de cultivo
pela metodologia do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), obteve-
se um aumento de 1,45 vezes na atividade enzimética da pectinase, adotando-se
como melhor condicdo o meio Vogel suplementado com 3% de fonte de carbono
(casca de maracuja), em temperatura de 28°C, por 120 horas. Para a pectinase
presente no extrato bruto, a maior atividade enzimatica foi observada a 65°C, em
pH 6,0, sendo estavel a 40°C em pH &cido. A pectinase purificada apresentou
massa molecular relativa de aproximadamente 95,2 kDa, atividade maxima a 70°C
em pH 4,0, mantendo-se estavel em pH &cido e a 60°C. Os ions FeClz, SnClz,
CoClz, ZnSO4, NaCl, Al2(SOa4)3, MgCl2, MnCl2 e CuSOs induziram a atividade
enzimatica, enquanto o PbClz inibiu completamente. Os valores de Km e Vmax foram
de 1,83 mg mL? e 335 U mg?, respectivamente. A pectinase apresentou alta
atividade catalitica sobre o acido poligalacturénico e nenhuma atividade para o
xilano de beechwood e CMC, dessa forma, foi classificada como uma
poligalacturonase. A andlise dos produtos de hidrolise demonstrou que a enzima
foi capaz de liberar apenas monogalacturonato como produto da degradacao do
acido poligalacturénico, sendo caracterizada como uma exo-poligalacturonase (EC
3.2.1.67). A exo-PG do Aspergillus terreus PA3AS5T se mostrou muito eficaz no
processo de clarificacdo dos sucos estudados, com um aumento de 44 e 22% para
a transmitancia, com reducéo da cor de 48 e 52% para o suco de laranja e manga,
respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Pectinase, enzimas pectinoliticas, enzimas microbianas,
atividade enzimatica.



PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF A
EXOPOLYGALACTURONASE FROM Aspergillus terreus PA3AST IN THE
CLARIFICATION OF FRUIT JUICES

ABSTRACT

With advances in the biotech sector and the growing demand to optimize and reduce
production costs, the use of enzymes, mainly of microbial origin, has increased.
Among these enzymes, pectinases have been used in fruit juice clarification
processes, reducing their viscosity and turbidity, thus allowing for clear and stable
juices with high added value. This study aimed to purify, characterize and evaluate
the application of an exopolygalacturonase from Aspergillus terreus PA3AS5T in the
clarification of fruit juices. From the optimization of the cultivation conditions by the
methodology of the Central Composite Rotational Design (CCRD), an increase of
1.45 times in the enzymatic activity of the pectinase was obtained, adopting as the
best condition the Vogel medium supplemented with 3% of the source of carbon
(passion fruit husk), at a temperature of 28°C, for 120 hours (test 6). For pectinase
present in the crude extract, the highest enzymatic activity was observed at 65°C,
in pH 6.0, being stable at 40°C in acidic pH. Purified pectinase presented a relative
molecular mass of approximately 95.2 kDa, maximum activity at 70°C in pH 4.0,
remaining stable in acidic pH and at 60°C. FeClz2, SnCl2, CoCl2, ZnSOa4, NaCl,
Al2(SOa)3, MgCl2, MnCl2 e CuSOa4 ions induced the enzymatic activity, while PbCl2
completely inhibited it. The values of Kmn and Vimax were 1.83 mg mL* and 335 U mg-
1 respectively. Pectinase showed high catalytic activity on polygalacturonic acid and
no activity on beech xylan and CMC, thus it was classified as a polygalacturonase.
The analysis of the hydrolysis products showed that the enzyme was able to release
only monogalacturonate as a degradation product of polygalacturonate, being
characterized as an exopolygalacturonase (EC 3.2.1.67). The exo-PG from
Aspergillus terreus PA3AS5T proved to be very effective in the clarification process
of the juices studied, with an increase of 44 and 22% for the transmittance, with a
color reduction of 48 and 52% for orange and mango juice, respectively.

KEYWORDS: Pectinase, pectinolytic enzymes, microbial enzymes, enzymatic
activity.
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sem substrato nas temperaturas de 50, 60 e 70°C por até 120 minutos,
seguida da dosagem da atividade enzimatica. Simbolos: (e) 50°C, (m)
BOOC, (A ) 7T0O0C. ...ttt e e e e e e e e e e e e e 52
Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica da pectinase
purificada. (A) pH 6timo; (B) Estabilidade do pH. O pH 6timo foi verificado
por meio da solubilizacéo do substrato em tampéo citrato-fosfato 0,1 mol
L, variando o pH entre 3,0 e 9,0, sequido da dosagem da atividade
enzimatica. A estabilidade em pH foi avaliada incubando a enzima na
auséncia do substrato no mesmo tampéo e pH, a 4°C, por 24 horas. Apos
esse periodo, a atividade enzimatica foi determinada.......................... 53
Cromatografia em camada delgada (TLC) da enzima purificada de
Aspergillus terreus PA3A5T. (1) Acido monogalacturdnico (1 mg mL%);
(2) Acido digalacturénico (1 mg mL™); (3) Acido trigalacturénico (1 mg
mL1); (4) Acido poligalacturdnico a 1%; (5), (6), (7) e (8) Reacéo
incubada por 10, 30, 60 e 1440 minutos (24 horas), respectivamente. Os
produtos da hidrolise foram analisados incubando a enzima com &cido

poligalacturénico (0,01 g mL?) em tampéo de acetato de sédio (100
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Figura 22 —

mmol L; pH 4,0) a 70°C por diferentes periodos de tempo, seguido de
aplicacdo em CCD. A fase movel consistiu de n-butanol: etanol: agua
destilada (50:25:25) e a revela¢do se deu com orcinol 0,2% em &cido
sulfurico: solucdo de metanol (1:9) a 100°C...........ccovvvviviiiiiiieeeeeeeeeenns 56
Clarificacdo de (A) suco de laranja e de (B) manga. (C) Controle; (Al),
(A2) e (A3) Amostras tratadas com pectinase purificada. Os sucos foram
obtidos a partir da trituragdo da polpa da fruta no liquidificador com
adicdo de agua na proporcao de 4: 1 (fruta: 4gua). A polpa extraida foi
peneirada e, em seguida, foram adicionados 2,5 U mL* de enzima por
mL de suco, seguido de incubacao a 70°C por 4 horas. O controle foi o
suco incubado sem enzimas. Os sucos tratados foram centrifugados a
5.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C, e os parametros de pH, turbidez (%
T660nm) e cor (A420nm) foram avaliados. ..........cccccccceeiiiieeeeeeeeiiinn, 58
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1 INTRODUCAO

A pectina € um polissacarideo acido de alto peso molecular, encontrado
principalmente na lamela média da parede celular primaria das plantas superiores.
Sua presengca nos sucos de frutas representa um desafio nos processos de
clarificacdo, devido a sua resisténcia a degradacdo e alta viscosidade. Como
alternativa, enzimas pectinoliticas (pectinases) tém sido empregadas nos processos
de despectinizacdo de varios sucos, diminuindo a sua viscosidade e turbidez. Esse
tratamento possibilita a obtencdo de sucos mais claros e estaveis, com concentrados
de alta qualidade e rendimento satisfatorio.

As pectinases constituem um grupo complexo de enzimas que hidrolisam as
ligacbes glicosidicas a (1—4) da pectina por reacbes de desesterificacdo ou
despolimerizacdo. Dentre essas enzimas, as exo-poligalacturonases (exo-PGs)
atuam sobre o0 &cido poligalacturbnico, liberando monémeros de acido D-
galactopiranosilurénico (GalpA) como produto.

Em 2017, o mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 7,1 bilhdes e, até
2024, devera chegar a marca de US$ 10,5 bilhdes, com uma taxa de crescimento
anual de 5,7%. No mesmo ano, estimou-se que cerca de 70% da quota de mercado
de enzimas era produzida por microrganismos.

Os fungos filamentosos sédo a principal fonte de enzimas extracelulares
utilizadas nos processos industriais. Em comparacao as enzimas de origem animal ou
vegetal, as de origem microbiana apresentam menor custo de producdo, sao
facilmente produzidas em larga escala em um periodo relativamente curto de tempo,
possibilitam a manipulacédo genética, além de representarem um recurso renovavel.

O Aspergillus terreus é um fungo filamentoso saproéfita e cosmopolita, podendo
ser facilmente isolado do solo, agua, vegetacdes, materiais em decomposicao e ar.
Economicamente, esse microrganismo tem sido empregado na producao de farmacos
(com destaque para a Lovastatina®), enzimas e acidos organicos.

Embora alguns estudos tenham relatado recentemente a capacidade de
secrecdo de enzimas do complexo pectinolitico pelo Aspergillus terreus, este é o
primeiro estudo que caracterizou a molécula bioquimicamente e avaliou a aplicacao
de uma exo-poligalacturonase produzida por essa espécie na clarificacdo de sucos de

frutas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Evidenciar a capacidade de producdo de uma pectinase pelo Aspergillus
terreus PA3AST, caracterizar essa molécula bioquimicamente e avaliar a sua a¢do na

clarificacdo de sucos de frutas.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condicfes de cultivo para a producao de pectinase pelo A. terreus
PA3AST;

e Avaliar o efeito da temperatura e pH na atividade e estabilidade enzimética da
pectinase presente no extrato bruto;

e Purificar a pectinase através das colunas cromatograficas;

e Caracterizar a enzima purificada quanto a massa molecular, ao efeito da
temperatura e pH na atividade e estabilidade, a especificidade do substrato,
aos produtos de hidrdlise, ao efeito dos ions metalicos e aos parametros
cinéticos.

e Aplicar a pectinase purificada na clarificagédo de sucos de frutas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pectina

A pectina € um polissacarideo &cido de alto peso molecular, formado
basicamente  por residuos de D-galactopiranosilurdénico (GalpA) (acido
galacturdnico) unidos entre si por ligacbes a (1—4), parcialmente esterificados por
grupos metilas parcial ou completamente neutralizados por ions sodio, potassio ou
amonio (KASHYAP et al.,, 2001; UENOJO; PASTORE, 2007). Esse polissacarideo
junto com a celulose, hemicelulose e lignina constituem a lamela média da parede
celular primaria de plantas superiores, em que estdo interligados por ligacbes
covalentes e/ou ndo-covalentes, formando uma intrincada rede que fornece suporte

estrutural a planta e resisténcia a atagues microbianos (DA COSTA, 2019) (Figura 1).

Ldamen
(A) ,
Parede secundaria (S3)
Parede secundaria (S2)

Parede secundaria (S1)

Parede primaria

Lamela média

Celulose
(B) Pectina

Lignina

Figura 1 — Representacdo da parede celular vegetal e seus componentes principais. (A) Camas da
parede celular vegetal evidenciando a lamela média e as paredes primaria e secundaria; (B) Principais
polissacarideos da parede primaria — Pectina, celulose, hemicelulose e lignina (RYTIOJA et al., 2014).

A pectina é essencialmente formada por cinco dominios interligados entre si:
Homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana | (RG 1), ramnogalacturonana Il (RG
), xilogalacturonana (XGA) e apiogalacturonana (AGA) (XIAO et al., 2016; AHMED,;
THAKUR; GOYAL, 2021).
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A homogalacturonana (HG) é o polissacarideo péctico mais abundante da
parede celular, correspondendo a aproximadamente 65% do total da pectina. E
composto por unidades de D-galactopiranosilurbnico (GalpA) unidas entre si por
ligagcdes a (1—4), com os grupos carboxilas parcialmente esterificados com o grupo
metil. As cadeias também podem ser acetiladas nas posi¢des O-2 e O-3, dependendo
da funcao vegetal (WONG, 2008).

A ramnogalacturonana | (RG 1) é um heteropolimero constituido por
mondmeros de &cido D-galactopiranosilurénico (GalpA) e ramnopiranosil
(Rhap) [—4)-a-D-GalpA-(1—2) -a-L-Rhap-(1—], em que uma variedade de diferentes
cadeias de glicanas (principalmente arabinana e galactana) estao ligadas as unidades
de ramnopiranosil. O comprimento das cadeias pode variar consideravelmente e a
composicdo de acucares de RG | pode ser altamente heterogénea, representando
cerca de 20-35% da pectina (NAKAMURA et al., 2002; ATMODJO et al., 2013).

A ramnogalacturonana Il (RG 1) € o polimero péctico mais complexo,
constituindo cerca de 10% da estrutura da pectina. A cadeia lateral estéo ligados até
11 tipos de acucares, incluindo: &cido galactopiranosilurdnico (GalpA), ramnose
(Rha), apiose (Api), fucose (Fuc), acido acérico (AceA), galacturose, (Gal), arabinose
(Ara), xilose (Xyl), acido glucénico (GlcA), &cido cetodeoximano-octulopiranosilénico
(Kdo) e acido deoxi-lixoheptulo piranosilarico (Dha) (WONG, 2008; SHARMA, N.;
RATHORE; SHARMA, M., 2013; ATMODJO et al., 2013).

A xilogalacturonana (XGA) € uma homogalacturonana (HGA) carregada com
varias quantidades de substituicbes de B-D-xilose na posicdo O-3 dos residuos de
GalpA da cadeia principal. A apiogalacturonana (AGA) é caracterizada pela presenca
de apiose ou apiofuranosil oligossacarideo na posicdo O-2 do acido D-
galactopiranosilurénico (AVCI; PENA; O’NEILL, 2018; AHMED; THAKUR; GOYAL,
2021).



19

Ramnogalacturonana Il
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Figura 2 — Representacdo da estrutura da pectina destacando seus principais dominios:
homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana | (RG 1), ramnogalacturonana Il (RG II),

xilogalacturonana (XGA), apiogalacturonana (AGA) (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006; AHMED;
THAKUR; GOYAL, 2021).

Abreviacdes: D-GalpA: &cido galactopiranosilurénico; Xyl: xilose; Rha: ramnose; Api: apiose; Ara:
arabinose; D-Gal: D-galactose; Fuc: fucose; L-Gal: L-galactose; Kdo: &cido cetodeoximano-
octulopiranosilénico; Dha: acido deoxi-lixoheptulo piranosilarico; GIcA: acido glucénico; AceA: acido
acérico

3.2 Enzimas ativas de carboidratos

As enzimas que degradam ou que modificam os polissacarideos vegetais sao
classificadas como enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) e, de acordo com sua
a sequéncia de aminoéacidos e similaridade estrutural, sdo agrupadas em cinco
familias no banco de dados Carbohydrate Active Enzyme (CAZy)

(http://www.cazy.org): (i) Glicosideo hidrolases (GHs): enzimas que hidrolisam as

ligacBes glicosidicas entre dois ou mais carboidratos; (ii) Glicosiltransferases (GTs):
enzimas responsaveis pela formacdo ou biossintese das ligacdes glicosidicas; (iii)
Polissacarideo liases (PLs): enzimas que clivam as cadeias de polissacarideos por
um mecanismo de B-eliminagdo; (iv) Carboidrato esterases (CESs): enzimas que
catalisam a desesterificagdo de polissacarideos metil ou acetilesterificados; e (v)
Atividades auxiliares (AAs): enzimas que degradam a lignina e clivam a ligacdo mono-
oxigénio do polissacarideo (LOMBARD et al., 2014).

De acordo com o banco de dados CAZy, até o momento, sédo conhecidas 172
familias de GHs, 114 familias de GTs, 42 familias de PLs, 19 familias de CEs e 17

familias de AAs.
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As pectinases constituem um grupo complexo de enzimas que catalisam a

hidrolise das ligacdes glicosidicas da pectina, por reacdes de desesterificacao

(esterases) ou despolimerizacéo (hidrolases e liases) (Figura 3) (BIZ et al., 2016).

Assim, de acordo com o banco de dados CAZy, as pectinases desesterificantes

pertencem a classe das carboidrato esterases (CEs) e as despolimerizantes, as

classes das glicosid

eo hidrolases (GHSs) e polissacarideo liases (PLs). A seguir, séo

apresentadas as principais classes de pectinases e suas respectivas familias.

e GH28

A. Protopectinase tipo A (PPase-A) (EC 3.2.1.-): atua no dominio

homogalacturonana  (HG) parcialmente  metilesterificado  da

protopectina, formando a pectina solavel altamente polimerizada
(JAYANI et al., 2005; UENOJO; PASTORE, 2007; ZHANG et al., 2018).

A. Poligalacturonase (PG): catalisa a clivagem hidrolitica das ligagdes a

(1—4)
se em.

do acido poligalacturdnico (pectina ndo-esterificada) e subdivide-

Endo-poligalacturonase (endo-PG) (EC 3.2.1.15): hidrolisa de
forma aleatoéria as ligacdes a (1—4) entre os residuos de acido
galactopiranosilurénico, liberando oligogalacturonatos.
Exo-poligalacturonase (exo-PG) (EC 3.2.1.67): catalisa a
hidrolise das cadeias a partir da extremidade ndo redutora,
liberando mondmeros de &acido galactopiranosilurébnico como
produto (ANAND; YADAV, S.; YADAV, D., 2017).

B. Polimetilgalacturonase (PMG) (EC 3.2.1.-): catalisa a quebra das

ligagdes glicosidicas a (1—4) entre os residuos de GalpA da pectina

altamente esterificada por B-eliminagéo. Esta é subdividida em:

Endo-polimetilgalacturonase (endo-PMG) (EC 3.2.1.15): cliva
aleatoriamente as ligagdes glicosidicas a (1—4), liberando
oligogalacturonato como produto.

Exo-polimetilgalacturonase (exo-PMG) (EC 3.2.1.15): cliva as
ligagOes glicosidicas a (1—4) na extremidade nao redutora da
cadeia, liberando monogalacturonato como produto (BIZ et al.,
2014).

C. Ramnogalacturonana galacturonohidrolase (RGGH) (EC 3.2.1.173):
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catalisa a clivagem hidrolitica das ligagbes a (1—2) entre os residuos de
acido D-galactopiranosilurénico (GalpA) e ramnopiranosil (Rhap) no
dominio ramnoglacturonana (RG |) da pectina, a partir da extremidade
nao redutora da cadeia (COENEN et al., 2007).

Ramnogalacturonana hidrolase (RGH) (EC 3.2.1.171): hidrolisa, de
forma aleatodria, as ligagdes glicosidicas a (1—4) entre os residuos de
GalpA e Rhap na cadeia da RG I, liberando oligogalacturonatos como
produto (RYTIOJA et al., 2014).

Hidrolase de xilogalacturonana (XGH) (EC 3.2.1.-): catalisa, de forma
aleatéria, a clivagem das ligagdes glicosidicas a (1—4) nos residuos de
GalpA e nas substituicdes de B-D-xilose da cadeia de xilogalacturonana
(XGA) (RYTIOJA et al., 2014).

GH78, -106
A. Ramnogalacturonana ramnohidrolase (RGRH) (EC 3.2.1.174): catalisa,

por mecanismo de inversdo, a hidrdlise das ligagdes glicosidicas a
(1—4) entre os residuos de acido D-galactopiranosilurénico (GalpA) e
ramnopiranosil (Rhap) no dominio ramnoglacturonana (RG |) da pectina
a partir da extremidade néo redutora da cadeia (WONG, 2008).

B. a-L-ramnosidase (RHA) (EC 3.2.1.40): hidrolisa as ligacdes glicosidicas

CES8

a (1—4) entre os residuos de a-L-ramnose na extremidade nao redutora
da cadeia de RG | (WONG, 2008; SHI et al., 2014).

A. Pectina metilesterase (PME) (3.1.1.11): catalisa a desesterificacado da

pectina metilesterificada, formando a pectina com baixo grau de
esterificacdo (acido poligalacturénico) e metanol. A PME é a primeira
enzima a atuar sobre a cadeia de pectina, favorecendo a acao de outras
enzimas despolimerizantes como as hidrolases e liases (RAJULAPATI;
GOYAL, 2017).

CE12, -13, -16

A. Pectina acetilesterase (PAE) (EC 3.1.1.6): catalisa a desesterificacdo da

pectina  acetilesterificada, especificamente no dominio de
homogalacturonana (HG), formando acido poligalacturénico e etanol
(DING et al., 2019; AHMED; THAKUR; GOYAL, 2021).

B. Ramnogalacturonana acetilesterase (RGAE) (EC 3.1.1.86): catalisa a

desesterificacdo da pectina acetilesterificada, particularmente no
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dominio de ramnogalacturonana |, formando &cido poligalacturénico e
etanol (DING et al., 2019; WONG, 2008).
e PL1,-3,-9

A. Pectato liase (PGL): catalisa a clivagem da ligac&o glicosidica a (1—4)
do acido poligalacturénico. A PGL subdivide-se em:

i.  Endo-pectato liase (endo-PGL) (EC 4.2.2.2): realiza a clivagem
aleatéria da ligagdo (glicosidica a (1—4) do é&cido
poligalacturdnico, liberando oligogalacturonatos insaturados.

ii. Exo-pectato liase (exo-PGL) (EC 4.2.2.9): catalisa a clivagem
sequencial do &cido poligalacturdnico a partir da extremidade néo
redutora da cadeia, liberando monogalacturonatos insaturados
como produto (BIZ et al., 2014; WU et al., 2020).

B. Pectina liase (PNL) (EC 4.2.2.10): catalisa a clivagem das ligacOes
glicosidicas a (1—4) da pectina altamente metilesterificada de forma
aleatdria na cadeia (AHMED; THAKUR; GOYAL, 2021).

e PL4,-11,-26

A. Ramnogalacturonana liase (RGL): catalisa a clivagem das ligacdes
glicosidicas a (1—4) entre os residuos de acido D-
galactopiranosilurénico (GalpA) e ramnopiranosil (Rhap) no dominio
ramnoglacturonana (RG 1) da pectina. De acordo com seu modo de
acao, a RGL é subdivida em:

i.  Endo-ramnoglacturonana liase (endo-RGL) (EC 4.2.2.23):
catalisa a clivagem das ligacdes glicosidicas a (1—4) entre os
residuos de GalpA e Rhap de forma aleatéria na cadeia de RG 1.

ii. Exo-ramnoglacturonana liase (exo-RGL) (EC 4.2.2.24): cliva as
ligacBes glicosidicas a (1—4) entre os residuos de GalpA e Rhap
da RG I, a partir da extremidade néo redutora da cadeia (WONG,
2008; RYTIOJA et al., 2014).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos principais tipos de pectinases de acordo

com a classe de enzimas ativas de carboidratos.

Tabela 1 — Classificacdo das pectinases a partir do banco de dados CAZy*.

Enzima E.C. Abreviacao Familia
Protopectinase tipo A 3.2.1.- PPase-A GH28
Endo-poligalacturonase 3.2.1.15 Endo-PG, PG GH28

Exo-poligalacturonase 3.2.1.67 Exo-PG, PGX GH28



Endo-polimetilgalacturonase 3.2.1.15 Endo-PMG GH28
Exo-polimetilgalacturonase 3.2.1.15 Exo-PMG GH28
Ramnogalacturonana ramnohidrolase 3.2.1.174 RGRH, RGXB GH78, -106
a-L-ramnosidase 3.2.1.40 RHA GH78, -106
Ramnogalacturonana galacturonohidrolase 3.2.1.173 RGGH GH28
Ramnogalacturonana hidrolase 3.21.171 RGH GH28
Hidrolase de xilogalacturonana 3.2.1.- XGH GH28
Pectina metilesterase 3.1.1.11 PME CES8
Pectina acetilesterase 3.1.1.6 PAE CE12, -13, -16
Ramnogalacturonana acetilesterase 3.1.1.86 RGAE CE12
Endo-pectato liase 4.2.2.2 Endo-PGL PL1, -3, -9
Exo-pectato liase 4.2.2.9 Exo-PGL PL1, -3, -9
Pectina liase 4.2.2.10 PNL, PEL PL1
Endo-ramnoglacturonana liase 4.2.2.23 Endo-RGL PL4, -11, -26
Exo-ramnoglacturonana liase 4.2.2.24 Exo-RGL PL4, -11, -26

*Dados obtidos a partir do banco de dados CAZy, disponivel em: (http://www.CAZy.org/).

Homogalacturonana Ramnogalacturonana |

Ramnogalacturonana acetilesterase
Hidrolase de xilogalacturonana
Endo-poligalacturonase
Pectato liase

1 | e le o

Exo-poligalacturonase

. bie. e g gy gy '-.-.*~ P -9
. L ’ ’ . . :
T e & ¢ /
: y Ramnogalacturonana galacturonohidrolase
Pectina metilesterase
Ramnogalacturonana liase
Pectina acetilesterase
GalpA O-acetil
® D-xilose ' O-metil
® L-ramnose Atividade enzimatica
Figura 3 — Acdo das principais enzimas do complexo pectinolitico sobre os dominios

(Homogalacturonana e ramnogalacturonana |) da cadeia de pectina (Adaptado de GLASS et al., 2013).

3.4 Aplicacao das pectinases

As pectinases ocupam uma posicdo de lideranca entre as enzimas
comercializadas no setor industrial, sendo utilizadas principalmente na extracéo e
clarificacdo de sucos de frutas, em que, por meio da degradacéo da pectina, atuam

para diminuir a viscosidade e a turbidez, possibilitando, dessa forma, a obtencédo de
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sucos claros e estaveis, com concentrados de alta qualidade e rendimento satisfatorio,
aliado & boa economia de processos (BONNIN; GARNIER; RALET, 2014; GARG et
al., 2016).

Quando empregadas no vinho, as pectinases promovem a melhora na extracao
do suco de uva, maximizam seu rendimento, facilitam a filtragdo e intensificam a cor
e 0 sabor (DOS SANTOS CAMARGO et al., 2021). A adigdo dessas enzimas durante
0 esmagamento das uvas ou no mosto de vinho melhora a extracdo do suco,
reduzindo o tempo de clarificacdo e aumentando o contetdo de terpenos no vinho
(TRINDADE et al., 2016).

As enzimas pectinoliticas também tém sido utilizadas para a extragédo de Oleos
vegetais (6leo de oliva, 6leo de soja, semente de abdbora e dendé), facilitando o
processo e aumentando a quantidade de agentes antioxidantes e de vitamina E
(UENOJO; PASTORE, 2007; TEIXEIRA et al., 2013). J& na industria de alimentos
funcionais, estas sdo amplamente empregadas na preparacdo da fibra péctica, um
prebidtico ativo para a microbiota intestinal (TRINDADE et al., 2016; PING; ZHANG,;
GU, 2017).

Na fermentacédo do cha, as pectinases catalisam a hidrélise da pectina que esta
presente na parede celular das folhas, acelerando a fermentagcéo. Na fermentacao do
café, removem a camada de mucilagem que recobre os graos, a qual é de natureza
gelatinosa e viscosa, é rica em pectina, que, ao ser removida, melhora a qualidade do
produto final (AMIN, 2017; AHMED; SOHAIL, 2020).

Na producéo de racdo animal, as pectinases em conjunto com as xilanases e
celulases séo adotadas para diminuir a viscosidade da ra¢do, aumentando a liberagéo
e absorcéo de nutrientes pelos animais. O tratamento de racdes com enzimas melhora
a digestibilidade da racéo e reduz a quantidade de fezes, melhorando o desempenho
do animal (GARG et al., 2016).

Na industria téxtil, essas enzimas sao potencialmente utilizadas no tratamento
das fibras naturais, com o intuito de facilitar a degomagem e tratar o residuo liquido
na biopreparacdo do algodao e no polimento enzimatico de tecidos mistos de juta e
algodao (MONTEIRO; SILVA, 2009). Ja na industria de papel, sdo empregadas para
branquear a polpa kraft, reduzindo o impacto ambiental gerado pelos residuos desse
segmento industrial (GUO et al. 2013). Em acréscimo, as polpas tratadas com as
enzimas pectinoliticas resultam em papéis mais volumosos, com maior opacidade e
melhor capacidade de impressdo, quando comparadas as polpas submetidas a
processos quimicos alcalinos (CHAUHAN; SHARMA, 2014).
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7

Outra importante aplicagcdo das enzimas pectinoliticas é na producdo do
bioetanol de segunda geragcdo, em que sdo empregadas na extracdo dos agucares
fermentaveis (residuos de acido galactopiranosilurénico) a partir da pectina presente
na parede celular vegetal (LATARULLO et al., 2016). Da mesma forma, o emprego de
pectinases no pré-tratamento de aguas residuais pécticas provenientes de industrias
de processamento de alimentos vegetais facilita a remocado do material péctico e
favorece a decomposicdo por tratamento de iodo ativado (MAHESH et al., 2016).

Além da gama de aplicacBes biotecnolOgicas citadas, as pectinases também
estdo associadas a inibicao da proliferacdo do cancer colorretal e a angiogénese das
células endoteliais, podendo ser empregadas em alimentos funcionais para suprimir

esse tipo de patologia (CHO et al., 2019).

3.5 Pectinases microbianas

As pectinases utilizadas na induUstria sdo obtidas primariamente de
microrganismos, das quais 50% originam-se 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). Em comparagdo com as enzimas de origem animal ou vegetal,
as de origem microbiana apresentam muitas vantagens, incluindo: menor custo de
producao, facilidade de producdo em larga escala em um periodo curto de tempo,
caracteristicas fisico-quimicas diferentes (relacionadas ao habitat e fisiologia do
microrganismo), possibilidade de manipulacédo genética, além de representarem um
recurso renovavel (ANBU et al., 2015).

Enzimas com o mesmo mecanismo de acdo sob um substrato podem
apresentar comportamentos diferentes de acordo com as condi¢cdes as quais serao
submetidas. Dessa forma, diversos fatores devem ser levados em consideracao
durante a producéo de enzimas, a fim de se alcancar a rentabilidade e efetividade do
processo, incluindo a composi¢céo do meio de cultivo, condi¢bes de temperatura e pH,
tempo de incubacéo, aeracao e fonte de carbono (PEREIRA, 2012).

Os fungos constituem um grupo bastante heterogéneo de organismos
heterotréficos, eucariotos, aerobios, aclorofilados, uni (leveduriformes) e
multicelulares (filamentosos) (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996), que
desempenham diversos papéis no ambito ecoldgico. Assim, atuam na ciclagem de
nutrientes como decompositores, fazem interacdes mutualistas com algas (liquens) e

plantas (micorrizas), aléem de outras interacfes simbioticas, atuando como parasitas,
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patdgenos e predadores de animais de outros organismos (NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019).

Por serem produtores de uma grande variedade de macromoléculas, os fungos
filamentosos, particularmente os do género Aspergillus, sédo a principal fonte de
enzimas utilizadas em varios processos industriais, como celulases, amilases,
proteases, xilanases e pectinases (CORREA, 2014; McKELVEY; MURPHY, 2017). A

Tabela 2 apresenta as ocorréncias das pectinases em alguns fungos.

Tabela 2 — Producgéo de pectinases por espécies de fungos filamentosos.

Microrganismo Enzima (abreviacao) E.C. Referéncia
Fusarium oxysporum Endo-PG 3.2.1.15 GARCIA'(I\%‘SSIRA etal.
. THOMASSEN et al.
Aspergillus aculeatus PG 3.2.1.15 (2011)
Aspergillus awamori PG 3.2.1.15 NAGAI et al. (2000)
Aspergillus oryzae RIB40 PG 3.2.1.15 ZHANG et al. (2007)
Galactomyces citri-aurantii 1J-1 PG 3.2.1.15 CHO et al. (2012)
Gastrophysa viridula Endo-PG 3.2.1.15 KIRSCH et al. (2014)
Rhizopus oryzae YM9901 Endo-PG 3.2.1.15 XIAO et al. (2008)
. . ANAND; YADAV, S,;
Aspergillus niger MTCC478 Exo-PG 3.2.1.67 YADAV, D. (2017)
Penicillium janczewskii Exo-PG 3.2.1.67 AMIN et al. (2020)
Penicillium fellutanum Exo-PG 3.2.1.67 AMIN et al. (2021)
Aureobasidium pullulans Exo-PG 3.2.1.67 BENN'?%?EJ)N etal
HEERD; TARI;
Aspergillus sojae Exo-PG 3.2.1.67 FERNANDEZ-LAHORE
(2014)
Aspergillus niger Exo-PG 3.2.1.67 COLLA et al. (2017)
Penicillium oxalicum CZ1028 Endo-PG 3.2.1.15 CHENG et al. (2017)
Aspergillus niger Endo-PG 3.2.1.15 WANG et al. (2017)
FRATEBIANCHI;
Aspergillus sojae Endo-PG 3.2.1.15 CAVELLO; CAVALITTO,
(2017)
Aspergillus tamarii PG/PNL 3;1'22'12'1150/ AMANDE et al. (2021)

A producao de pectinases por fungos filamentosos € vantajosa, visto que 90%
dessas enzimas sao extracelulares, facilitando a sua recuperacao e purificagdo. Da
mesma forma, o pH 6timo dessas enzimas, entre 3,0 e 6,0, € compativel com o
utilizado na maioria dos processos industriais, principalmente na inddstria de sucos
(UENOJO; PASTORE, 2007; CHENG et al., 2017).
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3.6 Género Aspergillus e A. terreus

Considerado o mais comum e também o mais bem estudado entre os fungos
filamentosos, o género Aspergillus, reino Fungi, ao filo Ascomycota, a ordem
Eurotiales e a familia Thichonomacea. As espécies que compdem este género sao
descritas como saprofitas e cosmopolitas, podendo ser isoladas do solo, agua,
vegetacdo, material em decomposicao e ar (PRAKASH; JHA, 2014).

Morfologicamente, estes fungos apresentam hifas septadas, hialinas, com
ramificacbes dicotdmicas formando angulos de 45° em que estdo presentes as
estruturas de reproducdo assexuada (conidios), situadas no topo de uma vesicula
terminal que surge a partir do prolongamento do conidioforo. A vesicula é coberta por
uma ou duas camadas de células especializadas e conidios, que sdo formados
assexuadamente e em cadeias interconectadas. Estas células que formam os
conidios sdo chamadas de células conidiogénicas ou fidlides, e sua conidiogénese &
do tipo blastica fialidica. A fidlide pode estar inserida diretamente na vesicula
(unisseriada), ou estar ligada a vesicula por meio de uma segunda camada de células
(bisseriada), denominada métula (Figura 4) (GUARRO; XAVIER; SEVERO, 2010;
VALENTE, 2014).

Conidio

Vesicula

Fialides

— Conidiéforo

Hifas septadas

Figura 4 — Representacao esquematica da morfologia do Aspergillus spp. (MURRAY; ROSENTHAL;
PFALLER, 2017).

Descrito pela primeira vez em 1918 por Thom, o Aspergillus terreus caracteriza-
se macroscopicamente por colonias de textura aveludada a pulverulenta, coloracéo

castanho-canela, micélio branco e reverso marrom (Figura 5A). Microscopicamente,
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os conidioforos séo hialinos, de parede lisa e apresentam uma tonalidade amarelada.
As cabegas conidiais sdo compactas, colunares e bisseriadas. Os conidios s&o
globosos ou elipsoides, de parede lisa com coloracdo amarelada (Figura 5B)
(MARTINS; MELO; HEINS-VACCARI, 2005; COMACLE et al., 2016). Seu genoma foi
sequenciado pelo Broad Fungal Genome Initiative (estirpe NIH 2624), com tamanho
estimado em 29.33 Mb, sendo codificados 10.406 genes, com 3414 genes ontologys
(GOs) termos anotados. O genoma haploide dessa estirpe contém um total de 12.834
expressed sequence tags (EST) e estd organizado em 8 cromossomos de acordo com
o banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI) (CORREA,
2016).

No ambito industrial, o A. terreus tem lugar de destaque na producao
biotecnolégica de produtos quimicos de alto valor, como: produtos farmacéuticos,
enzimas industriais e acidos organicos, tais como o &cido itacénico (um dos
mondmeros ou co-monémeros de partida para a sintese quimica de compostos
biomédicos em biorrefinarias avancadas) (KUENS et al., 2012). Da mesma forma, é
amplamente utilizado na producdo de lovastatina, primeiro agente da classe das
estatinas usado na reducdo do colesterol e aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) como droga contra hipercolesterolemia em 1987 (HAN et al.,
2010).

(A) (B)

Figura 5 — Aspecto macroscopico e microscopico do Aspergillus terreus (COMACLE et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo e manutencéo da linhagem de estudo

O microrganismo utilizado nesse estudo foi o A. terreus PA3AST, pertencente
a colecao de fungos do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da Universidade
Estadual do Oeste do Parand, isolado a partir de um fragmento de solo da Mata
Atlantica localizada no municipio de Nova Aurora - PR (MARCOLLA et al., 2020). A
manutencdo rotineira da linhagem se deu por meio do cultivo em tubos estéreis

contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA), incubados em estufa a 28°C por 7 dias.

4.2 Determinacao da atividade enzimética e concentracdo de proteinas

A atividade enzimética foi determinada por meio da reacdo com &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), usando a pectina citrica 1% (0,01 g
mL-1) em tampéo acetato de sédio 100 mmol L2 como substrato. A reacdo enzimatica
foi conduzida a 70°C por 10 minutos, seguida da leitura em espectrofotdmetro a 540
nm. Uma unidade enziméatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar um pmol unidade de produto formado nas condi¢cbes de ensaio.

A guantificacdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por
Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovina (BSA) como padréo. A reacao
se deu em temperatura ambiente, seguida da leitura a 595 nm.

4.3 Otimizacao das condi¢fes de cultivo

4.3.1 Efeito do meio de cultivo

Posteriormente a padronizacdo da quantidade de esporos por contagem de
conidios em Camara de Neubauer, o cultivo do fungo foi realizado por fermentacao
submersa (FSm), inoculando-se 1 mL (2,4 x 10* esporos/mL?) de suspensdo de
esporos em seis meios de cultura (Adams, Czapek, Khanna, Klausen, SR e Vogel)
com composicdes distintas, suplementados com 1% de pectina citrica e incubados em
estufa do tipo B.O.D a 28°C, por 7 dias em modo estacionario. Os meios de cultivo

utilizados, bem como sua composicao, estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Meios de cultivo testados para a producéo de pectinases pelo Aspergillus terreus PA3AS5T.
Compostos Adams Czapek Khanna Klausen SR Vogel

Extratto de 0,249 0lg 01g 01g 0,45 g :
KH2PO4 01lg 01lg - - - -
MgSO47H20 0,059 0,059 - - - -
NaNO3z - 0,39 - - - -
KCI - 0,059 - - - -
Fe2(S04)3
7H,0 0,001 ¢ - - - -
CaCOs - - - 01g -
Peptona - - - 0,1g 0,029 -
NaCl - - - 059 - -
Gelatina - - - 0,25¢g - -
Solucéo de sais
de Khanna - - 5mL - - -
[20x] #
Solucgéo de sais
SR [20x] *
Solucgéo de sais
de Vogel [50x] - - - - - 2mL
A

Solucgéo de
~ biotina *
Ag“aque;“'ada 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100mL 100 mL
Referéncias ADAMS WISEMAM KHANNA PERALTA RIZZATTI VOGEL
(1990) (1975) etal. etal. etal. (1964)
(1995) (1990) (2001)
#Solucdo de sais de Khanna [20x]: NH4NOs 2 g; KH2PO4 1,3 g; MgS0O47H20 0,362 g; KCI 0,098 g;
ZnS0O4H20 0,007 g; MnSO4H20 0,0138 g; Fe2(S0a4)36H20 0,0066 g; CuSO45H20 0,0062 g; agua
destilada g.s.p. 100 mL.
*Solugdo de sais SR [20x]: MgS0O47H20 0,24 g; KH2PO4 0,3 g; NH4H2PO4 1 g; 4gua destilada qg.s.p.
100 mL.
ASolucéo de sais de Vogel [50x]: NazCsHs075H20 15 g; KH2PO4 25 g; NH4sNO3 10 g; MgS047H20 1 g;
CaCl22H20 0,5 g; CHCI3 0,5 mL; Solucéo de tracos de elementos* 0,5 mL; 4gua destilada g.s.p. 100
mL;
*Solucdo de tracos de elementos: CeHsO7H20 5 g; ZnSO47H20 5 g; Fez2(NH4)2(S04)26H20 1 g;
CuS045H20 0,25 g; H3BO3 0,05 g; MnSO4+H20 0,05 g; Na2M0oO42H20 0,05 g; CHCIz 1 mL.
*Solucgéo de biotina: Biotina 0,05 g; Etanol 50% 100 mL.
(RASBOLD, 2020).

- - - - - 20 pL

4.3.2 Efeito do tempo de cultivo

Para avaliacdo do melhor tempo de cultivo para a produgéo enzimatica, 1 mL
de suspenséao de esporos foi inoculado em meio Vogel (VOGEL, 1964) contendo 1%
de fonte de carbono e incubado a 28°C, em modo estacionario, durante 7 dias.
Aliguotas do cultivo foram coletadas diariamente para a determinacdo da

concentracéo proteica e atividade enziméatica.
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4.3.3 Efeito da fonte de carbono

Para determinar a melhor fonte de carbono para a producéo de pectinases pelo
A. terreus PA3AS5T, ele foi inoculado em meio Vogel (VOGEL, 1964), suplementado
com 1% de diferentes residuos agroindustriais (baga¢co de cana-de-agucar, sabugo
de milho, casca de liméo, casca de laranja, palha de trigo, palha de milho, casca de
maracuja, palha de arroz, casca de maca e palha de soja), a 28°C por 96 horas. A
pectina citrica (Sigma®) foi utilizada como controle positivo para a producédo de

pectinases.

4.3.4 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e a Metodologia de

Superficie de Resposta (MSR) foram utilizados para avaliar a influéncia de trés
variaveis (fonte de carbono, temperatura e tempo de cultivo) sobre a atividade
enzimatica (U mL™1), a concentracdo de proteinas (mg mL!) e o crescimento micelial
(g) do A. terreus PA3AS5T. Ao total, 17 ensaios foram realizados, incluindo 6 pontos
axiais e 3 repeticbes dos pontos centrais. As respostas em funcdo das variaveis
podem ser aproximadas pela equacao polinomial:
Y = Lo + LrX1 + BoXo + B3X3 + L12X1Xo + B13X1X3 + B23X2X3 + L11X12 + B22X22 + B33X32,
em que Bo € o intercepto; B1, B2 € B3 s&o os coeficientes de primeira ordem; Biz, Bz €
B23 sdo os coeficientes de interagdo; e i1, B22 € B33 sdo os coeficientes de segunda
ordem do modelo. As andlises estatisticas foram conduzidas mediamente o software
Statistic 10.0, por meio da analise de ANOVA.

4.4 Extracao da pectinase extracelular

Apo6s o periodo de incubacéo, os cultivos obtidos por fermentacdo submersa
(FSm) foram filtrados a vacuo em funil de Buchner e papel de filtro Whatman n° 1,
obtendo-se um extrato livre de micélio. O extrato foi dialisado e utilizado para a
determinacdo da atividade enzimatica e concentracdo de proteinas, bem como para

os demais experimentos.
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4.5 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade enziméatica da

pectinase presente no extrato bruto

A temperatura Otima da pectinase presente no extrato bruto foi avaliada por
meio da dosagem de acucares redutores pelo meétodo de Miller (1959), em
temperaturas que variaram de 30 a 90°C. A estabilidade térmica foi determinada por
meio da incubacdo da enzima sem substrato nas temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80
e 90°C, por até 120 minutos, seguida da dosagem de atividade enzimatica.

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi verificada por meio da
solubilizacdo do substrato da reacdo (pectina citrica), em tamp&o citrato-fosfato 0,1
mol L't (MCLLVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 9,0, seguida pela dosagem da
atividade enzimatica pelo método de Miller (1959). A estabilidade do pH foi avaliada
por meio da incubacdo da enzima na auséncia de substrato em mesmo tampao
(MCLLVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 9,0, a 4°C por 24 horas. Apés esse

periodo, a atividade enzimética foi determinada por meio do método de Miller (1959).

4.6 Purificagdo da pectinase

4.6.1 Cromatografia de troca aniénica e exclusao molecular

O extrato enzimético extracelular dialisado foi equilibrado com tamp&o Tris-HCI
200 mmol L pH 7,2 e aplicado na coluna de troca aniénica DEAE-Sephadex (10,5 x
8,5 cm). Apds a lavagem da coluna com o mesmo tampao, as proteinas foram eluidas
com gradientes de NaCl (0.05—-1 mol L) e fracdes de 5 mL foram coletadas para a
determinacao da atividade enzimatica e do conteudo proteico.

As fracdes que apresentaram maior atividade pectinolitica foram reunidas,
dialisadas, liofilizadas e aplicadas na coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-100
HR (66,5 x 8,5 cm), previamente equilibrada com tampao acetato de sédio 50 mmol
L pH 4,0. FracGes de 1 mL foram coletadas para a determinacdo da atividade
enzimatica e do conteudo de proteinas. As fracdes que apresentaram maior atividade
enzimatica foram reunidas, dialisadas e caracterizadas bioquimicamente. Todas as

etapas de purificagdo foram realizadas a 4°C.
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4.7 Caracterizagdo bioquimica da pectinase purificada

4.7.1 Eletroforese em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE)

O peso molecular da enzima purificada foi determinado por eletroforese em gel
de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes descritas por Laemmli (1970), usando
gel de empilhamento de 6% e de resolucdo a 10%. O marcador de peso molecular
usado foi o PageRuler Plus Prestained da Thermo Scientific™, 10-250 kDa. Apés a
realizagédo da eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 e o
peso molecular foi estimado com auxilio do software OriginPro 9.0.

4.7.2 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade enzimatica

A temperatura 6tima da pectinase purificada foi avaliada por meio da dosagem
de acucares redutores pelo método de Miller (1959), em temperaturas que variaram
de 40 a 80°C. A estabilidade térmica foi determinada por meio da incubacéo da enzima
sem substrato nas temperaturas de 50, 60 e 70°C, por até 120 minutos, seguida da
dosagem de atividade enzimatica.

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi verificada por meio da
solubilizacdo do substrato da reacado (pectina citrica), em tampao citrato-fosfato 0,1
mol L't (MCLLVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 9,0, seguida pela dosagem da
atividade enzimatica pelo método de Miller (1959). A estabilidade do pH foi avaliada
por meio da incubacdo da enzima na auséncia de substrato em mesmo tampao
(MCLLVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 9,0, a 4°C por 24 horas. Ap0s esse

periodo, a atividade enzimética foi determinada por meio do método de Miller (1959).

4.7.3 Influéncia dos ions metalicos na atividade da pectinase

O efeito dos ions metalicos sobre a atividade da pectinase foi avaliado mediante
adicdo de Al2(SOa4)s, BaClz, CaClz, CuSOa, FeClz, KCI, MgClz, MnClz, NaCl, NH4Cl,
ZnS0O4 ao substrato da reacdo (pectina citrica 1% em tampao acetato de sodio 100
mmol L?%) nas concentracgbes de 1 e 10 mmol Lt O Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) foi usado como controle negativo para a

determinacao da atividade enzimatica residual (%).
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4.7.4 Parametros cinéticos da pectinase

As equacgbes de Michaelis-Menten foram usadas para determinar 0 Km € Vmax
da enzima. O efeito da concentracdo do substrato na atividade da pectinase foi
avaliado utilizando a pectina citrica como substrato em varias concentracoes (0 — 2,0
mg mL1). Os ensaios enzimaticos foram realizados nas condices 6timas de atividade

e grafico foi elaborado por regressao linear, utilizando o software OriginPro 9.0.

4.7.5 Especificidade do substrato

A andlise de especificidade do substrato foi conduzida pela incubacdo da
enzima com 1% (0,01 g mL?) de cada substrato (pectina citrica, &cido
poligalacturénico, amido, carboximetilcelulose [CMC], celulose microcristalina
[Avicel®] e xilano de beechwood), em tampé&o acetato de sédio 100 mmol L pH 4,0,
por 10 minutos a 70°C. A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Miller
(1959).

4.7.6 Analise dos produtos de hidrélise

Os produtos de hidrélise foram analisados a partir da incubacédo da enzima
purificada com o acido poligalacturénico (0,01 g mL* em tampé&o acetato de sédio 100
mmol L pH 4,0) a 70°C por diferentes tempos (10, 30, 60 e 1440 minutos [24 horas]).
A reacdo foi interrompida a 100°C por 3 minutos, seguida da aplicacdo em
cromatografia de camada delgada (TLC). A fase movel foi constituida de n-
butanol:etanol:agua destilada (50:25:25) e a revelacdo se deu com orcinol 0,2% em
solucdo de acido sulfarico:metanol (1:9) a 100°C até o aparecimento das bandas
referentes aos produtos de hidrdlise.

4.8 Aplicacédo da pectinase purificada
4.8.1 Clarificacao de sucos de frutas
Para a andlise de clarificagdo, as frutas escolhidas para a extracdo do suco

foram a laranja Bahia (Citrus sinensis) e a manga tommy (Mangifera indica L.). Os

sucos foram obtidos por meio da trituracdo da polpa da fruta em liquidificador com
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adicdo de agua na proporcao 4:1 (fruta:dgua) (PAGNONCELI et al., 2019). A polpa
extraida foi peneirada e, em seguida, foram adicionados 2,5 U mL* de enzima por mL
de suco, seguido de incubacéo por 4 horas a 70°C. Como controle, o mesmo volume
de suco foi incubado sem adicdo de enzimas. Os sucos tratados foram centrifugados
a 5.000 rpm por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram analisados segundo os
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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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacéo das condi¢cfes de cultivo
5.1.1 Efeito do meio de cultivo

Dos seis meios de cultivo testados, o meio Vogel foi o que apresentou maior
poder de inducdo das enzimas do complexo pectinolitico, com 28,85 U mL* de
atividade enzimatica, seguido do meio Khanna (17,25 U mL™), Adams (15,30 U mL™),
SR (14,98 U mL?), Czapek (13,35 U mL?) e Klausen (4,21 U mL?), respectivamente
(Figura 6). Isso demonstra que a composi¢cdo do meio de cultivo (meio complexo
[Vogel] vs. meio minimo) tem influéncia direta sobre o tipo e a quantidade de
metabdlitos produzidos durante a incubacdo, sugerindo que a padronizacdo das
condi¢des de cultivo é indispensavel para a obtencdo de resultados significativos
(HOKAK et al., 2019).

Da mesma forma, cada fungo tem uma caracteristica morfologica e fisiolégica
Unica, capaz de justificar um comportamento distinto entre diferentes linhagens nas
mesmas condi¢des de cultivo, conforme evidenciado por Da Silva Martins et al. (2012),
gue, apos testar os mesmos meios de cultivo para a producédo de pectinase pelo fungo
Thermoascus aurantiacus, obteve o maior pico de atividade enzimatica (2,0 U mL)

com o0 meio SR.
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Figura 6 — Efeito do meio de cultivo sobre a atividade pectinolitica. O fungo foi cultivado em fermentagao
submersa (FSm) nos meios: Adams (ADAMS, 1990), Czapek (WIZEMAM, 1975), Khanna (KHANNA et
al.,, 1995), Klusen (PERALTA et al.,, 1990), SR (RIZZATTI et al., 2001) e Vogel (VOGEL, 1964),
suplementados com 1% de pectina citrica (Sigma®) por 7 dias a 28°C.
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5.1.2 Efeito do tempo de cultivo

A maior producgao de pectinase pelo A. terreus PA3AST foi observada com 96
horas de incubacéo (Figura 7), resultado similar a maioria dos relatos da literatura
(AHMED et al., 2016; TRINDADE et al., 2016; FRATEBIANCHI et al., 2017), em que
a maior producdo enzimatica é observada entre 96 e 144 horas.
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Figura 7 — Efeito do tempo de cultivo sobre a atividade da pectinase. O melhor tempo para a producéo
enzimatica foi avaliado mediante incubagéo de 1 mL de suspenséo de esporos em meio Vogel (VOGEL,
1964) contendo 1% de fonte de carbono, a 28°C, em modo estacionario, durante 7 dias.

A producdo enzimatica fungica ocorre pela ativacdo da expressao génica por
meio de indutores presentes no meio de cultivo em equilibrio com a represséo da
expressao génica por meio da repressao catabdlica de carbono (CCR) (BENOCCI et
al., 2017).

Para utilizar o carboidrato presente no meio, os fungos precisam reconhecer
seus componentes e, posteriormente, induzir a producdo de enzimas que degradarao
0 substrato, bem como as vias metabdlicas necessarias para converter esses
acucares em energia. Tais compostos sao considerados indutores, no entanto, os
polissacarideos, como a pectina, sdo muito grandes para entrarem na ceélula fangica
e, portanto, ndo podem atuar diretamente como indutores. Dessa forma, os fungos
provavelmente reconhecem a presenca de polimeros complexos por meio de
compostos de baixo peso molecular (monossacarideos e dissacarideos) presentes no
meio e desencadeiam a expressdo de seus genes alvos, codificando enzimas
hidroliticas (evidenciado entre 72 e 96 horas, na Figura 7), bem como as vias
metabdlicas necessarias para utilizar a fonte de carbono disponivel (CULLETON;
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MCKIE; DE VRIES, 2013). Quando ja existe monossacarideo suficiente presente no
meio, ndo ha mais a necessidade de produzir enzimas para realizar a quebra dos
polissacarideos, e, portanto, o fator de repressao creA/CRE1 reprime a expressao dos
genes que codificam essas enzimas e um declinio no grafico € observado
(evidenciado ap6s as 100 horas de incubacdo, na Figura 7) (ARO; PAKULA,
PENTTILA, 2005).

5.1.3 Efeito da fonte de carbono

O meio de cultivo (Vogel), bem como o tempo de incubacg&o (96 horas) com
melhores resultados para atividade pectinolitica, serviram de base para a analise do
efeito da fonte de carbono.

A maior atividade enziméatica foi observada com a casca de maracuja (16,25 U
mL1), sequida da casca de maca (15,02 U mL?), enquanto o bagaco de cana-de-
actcar (1,99 U mL1), a palha de arroz (2,50 U mL™1) e o sabugo de milho (2,57 U mL"
1) foram as principais fontes de carbono que néo estimularam a producéo de pectinase
(Figura 8). A maior inducéo enziméatica pela casca de maracuja pode estar diretamente
relacionada a alta concentracéo de pectina nesse fruto, quando comparado as demais
fontes de carbono utilizadas, em que os principais componentes da parede celular séo

a celulose e hemicelulose em maior ou menor grau.
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Figura 8 — Efeito da fonte de carbono sobre a atividade pectinolitica. O fungo foi inoculado em meio
Vogel (VOGEL, 1964), suplementado com 1% de diferentes fontes de carbono, a 28°C por 96 horas. A
pectina citrica (Sigma®) foi utilizada como controle positivo para a producdo de pectinases.

Como a fonte de carbono exerce um efeito significativo na inducéo da producao

de enzimas, diferentes residuos séo utilizados no intuito de obter maiores titulacdes
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de atividade enzimatica. Jaramillo et al. (2015) investigaram a producao de pectinases
pelo fungo Aspergillus oryzae, utilizando quatro fontes de carbono distintas e, assim
como relatado neste estudo, obtiveram melhores resultados com a casca de maracuja.
Ja Amin et al. (2020) revelaram um aumento substancial na atividade enzimatica para
a exo-PG de Penicillium janczewskii na presenca de glicose, pectina e manitol.

A partir dos resultados apresentados com a otimizacdo das condi¢cdes de
cultivo, adotou-se como padrdo de cultivo o meio Vogel, suplementado com 1% de

casca de maracuja.

5.2 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

O efeito das variaveis independentes (fonte de carbono, temperatura e tempo)
sobre a atividade enzimatica da pectinase (U mL™?) esta representado na Tabela 4. A
melhor condicdo para a producédo de pectinase pelo fungo A. terreus PA3AS5T foi
encontrada no ensaio 6, em meio suplementado com 3% de fonte de carbono (casca

de maracuja), a 28°C, por 120 horas.

Tabela 4 — Valores codificados e reais para as variaveis independentes (fonte de carbono, temperatura
e tempo) e seu efeito na atividade enzimatica da pectinase (U mL-?). O fungo foi submetido a diferentes
condicdes de cultivo com varia¢des na concentracdo da fonte de carbono (1 — 3,6%), temperatura (28
—52°C) e tempo de incubacéo (72 — 136h).

Atividade enzimatica (U mL?)

Variaveis
. Fonte de Valor Valor
Ensaios caz(t;(()))no Temperatura (°C)  Tempo (h) Valor real predito residual

1 -1(1) -1 (28) -1 (72) 9,18 7,61 1,57
2 1(3) -1 (28) -1 (72) 11,94 12,61 -0,67
3 -1(1) 1 (46) -1 (72) 4,69 7,02 -2,33
4 1(3) 1 (46) -1 (72) 10,93 10,17 0,75
5 -1(1) -1 (28) 1 (120) 14,49 14,25 0,24
6 1(3) -1 (28) 1 (120) 23,61 20,28 3,32
7 -1 (1) 1 (46) 1 (120) 8,97 7,30 1,66
8 1(3) 1 (46) 1 (120) 10,93 11,50 -0,57
9 -1,68 (0,3) 0 (37) 0 (96) 7,25 7,45 -0,20
10 1,68 (3,6) 0 (37) 0 (96) 13,96 15,17 -1,21
11 0(2) -1,68 (21) 0 (96) 7,36 9,54 -2,18
12 0(2) 1,68 (52) 0 (96) 2,43 1,66 0,77
13 0(2) 0 (37) -1,68 (55) 15,15 14,27 0,88
14 0(2 0(37) 1,68 (136) 18,66 20,95 -2,29
15 0(2) 0(37) 0 (96) 16,31 14,13 2,18
16 0(2) 0 (37) 0 (96) 13,64 14,13 -0,49
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17 0(2) 0 (37) 0 (96) 12,68 14,13 -1,45

A equacédo de regressdo obtida para a atividade pectinolitica em funcédo das
variaveis independentes apos andlise de variancia (ANOVA) pode ser representada
pelo modelo codificado:

Y (UmL?) =14,13 + 2,29 X1 — 2,34 X2 + 1,99 X3 — 0,46 X1X2 + 0,25 X1X3 — 1,58 X2X3
— 0,99 X12 — 3,02 X2? + 1,23 X3?, em que Y € a atividade enzimatica (U mL1), X1 é a
fonte de carbono (%), X2, a temperatura (°C) e X3, o tempo (h).

De acordo com a analise de variancia representada na Tabela 5, a regressao
do modelo quadratico sugere que esse modelo é estatisticamente significativo e
preditivo em um intervalo de confianca de 95%, uma vez que o0 Fca. (6,39) foi
aproximadamente duas vezes maior do que 0 Frab. (3,68). Da mesma forma, o valor
do coeficiente de determinacgdo (R?) sugere que o modelo consegue explicar 89,15%
da variabilidade dos dados experimentais e que ndo apresentou falta de ajuste (Fcal.
[2,03] < Frab. [19,30]).

Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA) do modelo quadréatico de segunda ordem para a atividade
enzimatica da pectinase (U mL1).

g q Teste F
Soma dos Grau de
Fonte de . uadrado
variacio quadrados  liberdade m%dio (Qw) FCalculado FTabelado R?
(SQ) (GL) (FCaI.) (FTab.)
Regresséao 354,2547 9 39,361629 6,39500266 3,68 89,15654
Residuo 43,0854 7 6,1550605
Falta de ajuste 36,0096 5 7,2019248 2,03564961 19,3
Erro puro 7,0758 2 3,5379
Total 397,3401

O gréfico do Pareto (Figura 9) demostra as variaveis que influenciaram na
atividade enzimética da pectinase. De acordo com os dados apresentados, a
temperatura (linear e quadratico) influenciou de forma negativa e a fonte de carbono
(linear) e o tempo de cultivo (linear), de forma positiva. Dessa forma, temperaturas
elevadas diminuem a atividade enzimatica e maiores concentracbes de fonte de
carbono, bem como um maior tempo de incubacéo, sdo capazes de aumentar a sua

producao (Figura 10).



Temperatura ("C)(Q)

(2)Temperatura (°C)(L)

(1)Fonte de Carbono (%)(L)

(3)Tempo (h)(L)
2Lby3L | -1,81142
Tempo (h)(Q) ‘1,66877
Fonte de Carbono (%)(Q) | '-1,34825
1Lby2L | -,524803
1Lby3L | ,2962595
p=,05

Figura 9 — Gréfico de Pareto com as variaveis que influenciaram a atividade enzimaética da pectinase
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Figura 10 — Superficie de resposta para a atividade enzimética da pectinase. (A) Fonte de carbono (%)
x tempo (H); (B) Temperatura (°C) x fonte de carbono (%); (C) Tempo (h) x Temperatura (°C).

Em relacdo a producéo de proteinas (mg mL ) pelo A. terreus PA3AST, as
melhores condi¢cdes foram observadas no ensaio 14, em meio suplementado com 2%

de fonte de carbono (casca de maracuja), a 37°C, por 136 horas (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores codificados e reais para as variaveis independentes (fonte de carbono, temperatura
e tempo) e seu efeito na excre¢do de proteinas (mg mL1) pelo A. terreus PA3A5T. O fungo foi
submetido a diferentes condi¢8es de cultivo com variagdes na concentracdo da fonte de carbono (1 —
3,6%), temperatura (28 — 52°C) e tempo de incubacéo (72 — 136h).

Variaveis Proteina (mg mL )
Fon
Ensaios cgztt)%r?c? Tem?)%r;a tura Tempo (h)  Valor real p\r/:(lj(i)tro re\'/s?(lj(l)J;I
1 -1(1) -1 (28) -1 (72) 0,71 0,60 0,11
2 1(3) -1 (28) -1 (72) 0,93 1,02 -0,08
3 -1(1) 1 (46) -1 (72) 0,57 0,83 -0,26
4 1(3) 1 (46) -1 (72) 0,62 0,97 -0,35
5 -1(1) -1 (28) 1 (120) 1,27 1,33 -0,06
6 1(3) -1 (28) 1 (120) 1,64 1,79 -0,15
7 -1(1) 1 (46) 1 (120) 0,57 0,90 -0,33
8 1(3) 1 (46) 1 (120) 0,55 1,08 -0,53
9 -1,68(0,3) 0 (37) 0 (96) 1,08 0,96 0,12
10 1,68 (3,6) 0(37) 0 (96) 1,93 1,46 0,47
11 0(2) -1,68 (21) 0 (96) 0,64 0,73 -0,09
12 0(2) 1,68 (52) 0 (96) 1,01 0,33 0,68
13 0(2) 0 (37) -1,68 (55) 1,41 1,26 0,15
14 0(2) 0(37) 1,68 (136) 2,41 1,97 0,44
15 0(2) 0(@37) 0 (96) 2,06 1,96 0,10
16 0(2) 0(37) 0 (96) 1,83 1,96 -0,13
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17 0(2) 0 (37) 0 (96) 1,88 1,96 -0,08

A equacao de regressao obtida para a producado de proteinas em funcdo das
variaveis independentes apos analise de variancia (ANOVA) pode ser representada
pelo modelo codificado:

Y (mg mL1) =1,95+ 0,15 X1 — 0,11 X2 + 0,21 X3 — 0,07 X1X2 + 0,00 X1X3 — 0,16 X2X3
— 0,26 X1%2 — 0,50 X2?2 — 0,12 X3?, em que Y é a proteina (mg mL™?), X1 é a fonte de
carbono (%), X2, a temperatura (°C) e Xs, o tempo (h).

De acordo com os dados de ANOVA (Tabela 7), o modelo quadratico néo foi
significativo, uma vez que o Fcal. (2,55) da regresséo foi menor do que o Frab. (3,68).
O valor apresentado pelo R? indica que o modelo quadratico apresentado consegue
explicar 76,58% da variabilidade dos dados testados e que o modelo apresentou falta
de ajuste (Fcal. [22,22] > Fran. [19,30]).

Tabela 7 — Andlise de variancia (ANOVA) do modelo quadrético de segunda ordem para a excrecao de
proteinas (mg mL™1).

Teste F R?

Fonte de gfgi?a?ﬂ%z "Gb;?gaddee Quadrado F calculado  F tabelado

variagéo médio (QM u

¢ (SQ) (6L O ey (Fran)
Regresséo 5,2044 9 0,5782671 2,55784935 3,68 76,68271
Residuo 1,5825 7 0,2260755
Falta de ajuste  1,5533 5 0,3106524 21,2290913 19,3
erro puro 0,0293 2 0,0146333
Total 6,7869

Os dados apresentados no grafico de Pareto (Figura 11) demonstram que
apenas a temperatura (quadratico) influenciou na excrecédo de proteinas e de forma
negativa. Portanto, quanto maior a temperatura, menor sera a producao de proteinas
pelo A. terreus PA3AST.

Quando avaliada a interacdo a partir das variaveis estudadas pela superficie
de resposta (Figura 12), nota-se que concentracdes razoaveis de fonte de carbono
(2%), temperatura moderada (37°C) e maior tempo de incubacao (acima de 136 horas)

influenciaram diretamente no aumento da secrecdo de proteinas.
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Figura 11 — Grafico de Pareto com as variaveis que influenciaram a excrecao de proteinas.
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Figura 12 — Superficie de resposta para a excre¢do de proteinas. (A) Fonte de carbono (%) x tempo

(h); (B) Temperatura (°C) x fonte de carbono (%); (C) Tempo (H) x Temperatura (°C).

Para o crescimento micelial (g), a condicdo mais adequada foi evidenciada no
ensaio 10, em meio suplementado a 3,6% de fonte de carbono (casca de maracujd),
a 37°C, por 96 horas (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores codificados e reais para as variaveis independentes (fonte de carbono, temperatura
e tempo) e seu efeito no crescimento micelial (g). O fungo foi submetido a diferentes condi¢des de
cultivo com variagcbes na concentragdo da fonte de carbono (1 — 3,6%), temperatura (28 — 52°C) e
tempo de incubacéo (72 — 136h).

Crescimento micelial (g)

Variaveis
. Fonte de Temperatura . Valor
Ensaios cagi;))no (°C) Tempo (h) Valor real Valor predito residual

1 -1(1) -1(28) -1(72) 0,09 0,10 -0,01
2 1(3) -1 (28) -1(72) 0,29 0,30 -0,01
3 -1(1) 1 (46) -1(72) 0,13 0,08 0,05
4 1(3) 1 (46) -1(72) 0,37 0,38 -0,01
5 -1(1) -1(28) 1 (120) 0,12 0,13 -0,01
6 1(3) -1 (28) 1 (120) 0,24 0,31 -0,07
7 -1(1) 1 (46) 1 (120) 0,14 0,15 -0,01
8 1(3) 1 (46) 1 (120) 0,42 0,43 -0,01
9 -1,68 (0,3) 0(37) 0 (96) 0,06 0,08 -0,02
10 1,68 (3,6) 0(37) 0 (96) 0,52 0,47 0,05
11 0(2) -1,68 (21) 0 (96) 0,29 0,24 0,05
12 0(2) 1,68 (52) 0 (96) 0,29 0,32 -0,02
13 0(2) 0(37) -1,68 (55) 0,10 0,12 -0,02
14 0(2) 0(37) 1,68 (136) 0,24 0,19 0,05
15 0(2 0(37) 0 (96) 0,13 0,23 -0,10
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16 0(2) 0 (37) 0 (96) 0,28 0,23 0,04
17 0(2) 0(37) 0 (96) 0,28 0,23 0,05

A equacdo de regressao obtida apds a analise de variancia (ANOVA) para o
crescimento micelial em fung¢éo das variaveis testadas pode ser predita pelo modelo
codificado:

Y (g) =0,23 + 0,11 X1 + 0,02 X2 + 0,02 X3 + 0,02 X1X2 — 0,00 X1X3 + 0,00 X2Xs + 0,01
X1? + 0,01 X22 — 0,02 X3?, em que Y representa o crescimento micelial (g), X1 é a fonte
de carbono (%), Xz, a temperatura (°C) e Xs, 0 tempo (h).

A tabela ANOVA (Tabela 9) ilustra os modelos de regresséo de segunda ordem
para o crescimento do micélio fungico. A regressao do modelo quadratico sugere que
ele é estatisticamente significativo e preditivo em um intervalo de confianca de 95%,
uma vez que o Fca. (5,43) foi maior do que o Frab. (3,68). O valor do R? sugere que o
modelo consegue explicar 87,48% da variabilidade dos dados experimentais e que

nao apresentou falta de ajuste (Fcal. [0,47] < Frap. [19,30]).

Tabela 9 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo quadrético de segunda ordem para o crescimento
micelial (9).

Teste F
Fonte de Soma dos _Grau de Quafirgdo
variacio quadrados liberdade médio FCalculado FTabelado R2
(SQ) (GL) (QM) (FCaI.) (FTab.)
Regresséo 0,2219 9 0,0246589 5,43625226 3,68 87,48352
Residuo 0,0318 7 0,004536
Falta de ajuste 0,0172 5 0,0034447 0,47419161 19,3
Erro puro 0,0145 2 0,0072643
Total 0,2537

Na Figura 13, o grafico de Pareto demonstra que apenas a fonte de carbono
(linear) foi capaz de induzir o crescimento fangico de forma significativa. Assim, quanto
maior a concentracdo da fonte de carbono, maior sera a disponibilidade de nutrientes
no meio e, consequentemente, tende ao maior crescimento do microrganismo.

Essa afirmacdo se confirma por meio dos graficos de superficie de resposta
(Figura 14), em que o maior crescimento micelial € observado nos pontos axiais, com

suplementacao acima de 3,6%.
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Figura 13 — Gréfico de Pareto com as variaveis que influenciaram o crescimento micelial.
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Figura 14 — Superficie de resposta para o crescimento micelial. (A) Fonte de carbono (%) x tempo (h);
(B) Temperatura (°C) x fonte de carbono (%); (C) Tempo (H) x Temperatura (°C).

Apos a otimizacao das condi¢des de cultivo pelo DCCR, houve um aumento de
1,45 vezes na producédo de pectinases (23,61 U mL™) pelo A. terreus PA3AS5T, quando
comparada aos resultados anteriores a otimizacdo (16,15 U mL™), indicando que o
projeto fatorial € eficaz na determinacéo das melhores condicfes de cultivo dentro de
um experimento. O método de superficie de resposta (MSR) também foi empregado

por Yu e Xu (2018), para otimizar as composi¢cdes dos meios de cultivo para a
producdo de uma pectinase de Bacillus sp.

5.3 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade enzimética da
pectinase presente no extrato bruto

A temperatura Otima para a pectinase presente no extrato bruto foi de 65°C
(Figura 15A), superior ao observado por Martial-didier, Hubert e Parfait (2017), com
temperatura ideal entre 45 e 50°C. Para os ensaios de estabilidade térmica, a
pectinase manteve 100% de sua atividade durante 60 minutos a 40°C e mais de 90%
até 120 minutos na mesma temperatura. Em 50°C, no entanto, a atividade enzimatica

caiu para aproximadamente 50% ap0s 5 minutos de incubacgéo, sendo totalmente

inativada em 60 e 70°C (Figura 15B). Para Celestino e Filho (2005), a

poligalacturonase produzida foi estavel até 50°C, mantendo 75% de sua atividade

maxima a 35°C, sendo completamente instavel quando incubada em temperaturas
acima de 70°C, durante 20 minutos.
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Figura 15 — Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica da pectinase presente no
extrato bruto. (A) Temperatura 6tima; (B) Estabilidade térmica. A temperatura étima foi avaliada pela
dosagem da atividade enzimatica de 30 a 90°C. A estabilidade térmica foi determinada a partir da
incubacéo da enzima sem substrato nas temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C, por até 120 minutos,
seguida da dosagem de atividade enzimatica. Simbolos: (e) 40°C, (m) 50°C, (A ) 60°C e (¢) 70°C.

Os resultados do efeito do pH na atividade enzimatica revelaram que a
pectinase presente no extrato bruto apresentou maior atividade em pH 6,0 (Figura
16A). Oliveira (2019), por sua vez, obteve melhores resultados em pH de 6,5,
engquanto Amande et al. (2021) relataram uma faixa 6tima de pH entre 3,5 e 6,0 para
a producéo de pectinases pelo fungo Aspergillus tamarii.

Quanto a estabilidade enzimatica frente ao pH, a pectinase se manteve estavel
em pH 5,0 e 6,0 com 100% de atividade. Em pH 7,0, mais de 80% da atividade foi
mantida, e, em pH acima de 9,0, a enzima ainda se manteve estavel (Figura 16B). A
estabilidade apresentada esta de acordo com a da PG de Penicillium janthinellum,
relatada por Ma et al. (2016), em que a enzima foi mais estavel em pH 6,0, com 90 a
100% de sua atividade total em uma ampla faixa de pH (4,0 — 8,0).
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Figura 16 — Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica da pectinase presente no extrato bruto.
(A) pH 6timo; (B) Estabilidade do pH. O pH 6timo foi verificado através da solubilizagdo do substrato da
reacdo (pectina citrica), em tampao citrato-fosfato 0,1 mol L, variando o pH entre 3,0 e 9,0, seguida
pela dosagem da atividade enzimatica. A estabilidade do pH foi avaliada a partir da incubacéo da
enzima na auséncia de substrato em mesmo tampao, variando o pH entre 3,0 e 9,0, a 4°C por 24 horas.
Apés esse periodo, a atividade enzimatica foi determinada.

5.4 Purificacéo da pectinase

5.4.1 Cromatografia de troca anidnica e exclusdo molecular

Apos a passagem do extrato bruto dialisado na coluna DEAE-Sephadex, um

pico proteico foi identificado (Figura 17A). As fracbes correspondentes aos picos de

atividade com carga negativa foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e aplicadas na

coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-100 HR (Figura 17B).
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Figura 17 — Perfis cromatograficos obtidos em (A) coluna DEAE-Sephadex e (B) Sephacryl S-100 HR.
O extrato enzimatico extracelular dialisado foi equilibrado com tampéo Tris-HCI 200 mmol Lt pH 7,2 e
aplicado na coluna de troca aniénica DEAE-Sephadex. As fracBes que apresentaram maior atividade
pectinolitica foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e aplicadas na coluna de exclusdo molecular
Sephacryl S-100 HR, previamente equilibrada com tampéo acetato de sédio 50 mmol L1 pH 4,0.

Ao final do processo de purificacdo, a enzima foi purificada 3,3 vezes, com
recuperacéo de 6% e atividade especifica de 49 U mg* (Tabela 10). Em comparacéo
com os resultados apresentados, Azar et al. (2020) obtiveram fator de purificagdo de
13,3 ao final do processo, com 18,9% de recuperacdo para uma pectinase de

Calonectria pteridis, valores superiores aos encontrados neste trabalho.

Tabela 10 — Etapas de purificacdo da pectinase.

Etapa Volume Proteina  Atividade Q'Végﬁ?cz Recuperacdo Purificacdo
Cromatografica (mL) total (mg) total (V) (S mg?) (%) (fator)
Extrato Bruto 60 120,0 1811 15 100 1,0
DEAE - Sephadex 20 10,2 251 25 14 1,7
Sephacryl S-100 HR 10 2,2 108 49 6 3,3

A pectinase purificada foi confirmada por homogeneidade eletroforética em
condicBes desnaturantes (SDS-PAGE), sendo possivel observar uma uUnica banda
com massa relativa de aproximadamente 95,2 kDa (Figura 18A e 18B), superior ao
observado por Patidar et al. (2017) para uma pectinase de Aspergillus niger, com

massa relativa de 64,5 kDa.
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Figura 18 — (A) Massa molecular da enzima; (B) Eletroforese em condi¢cdes desnaturantes (SDS-
PAGE), com a presenca de uma Unica banda de aproximadamente 95,2 kDa. O SDS-PAGE foi
realizado em gel de empilhamento de 6% e gel de resolucédo de 10%, 120 V e 40 mA. O marcador de
peso molecular usado foi o PageRuler Plus Prestained da Thermo Scientific™, 10-250 kDa. O gel foi
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corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 e o peso molecular foi estimado usando o software
OriginPro 9.0. Simbolos: (M) Marcador molecular; (A) Enzima purificada.

5.5 Caracterizagdo bioguimica da pectinase purificada

5.5.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade enziméatica

A temperatura 6tima para a pectinase purificada foi de 70°C (Figura 19A),
superior ao relatado para as pectinases de Penicillium janczewskii (45°C) (AMIN et al.,
2020) e P. fellutanum (40°C) (AMIN et al., 2021). Com relacdo aos ensaios de
termoestabilidade, a atividade enziméatica residual se manteve acima de 70% nos
primeiros 30 minutos a 50°C, sendo inativada apds esse periodo. Em 60°C, a enzima
manteve aproximadamente 80% de sua atividade em 5 minutos com redugao
progressiva apos esse periodo. Em 70°C, no entanto, a pectina manteve quase 100%
de sua atividade aos 5 minutos e aproximadamente 60% durante 30 minutos, sendo
desestabilizada apds 60 minutos de incubacdo (Figura 19B). Em comparacdo aos
resultados obtidos, KC et al. (2020) apontaram a reducéo de aproximadamente 50%
da atividade pectinolitica em 10 minutos de aquecimento a 60°C e, em tratamento

térmico adicional até 40 minutos, nenhuma atividade enzimatica foi detectada.
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Figura 19 — Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica da pectinase purificada. (A)
Temperatura 6tima; (B) Estabilidade térmica. A temperatura 6tima foi avaliada pela dosagem da
atividade enziméatica de 40 a 80°C. A estabilidade térmica foi determinada incubando a enzima sem
substrato nas temperaturas de 50, 60 e 70°C por até 120 minutos, seguida da dosagem da atividade
enziméatica. Simbolos: (e) 50°C, (m) 60°C, (A) 70°C.
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O carater termofilico apresentado pela pectinase é vantajoso para 0S processos
industriais, uma vez que € possivel obter uma maior atividade especifica, diminuindo
a quantidade de enzimas empregadas no processo; € possivel armazenar a enzima
em condi¢cdes ambientais com consequente reducdo de custos de refrigeracdo; além
de oferecer uma reducao significativa dos riscos de contaminagao microbiana, devido
a possibilidade de operar em temperaturas mais elevadas (BHALLA et al., 2013;
VIIKARI et al., 2007).

Os resultados obtidos nos ensaios de pH sobre a atividade enzimatica
revelaram que a enzima apresentou maior atividade em pH 4,0 (Figura 20A).
Pectinases &cidas também foram descritas por Pagarra, Rahman e Manas (2019) (pH
de 3,0 — 7,0), Shanmugavel et al. (2018) (pH 4,0) e Martins et al. (2013) (pH 4,5 e 5,5).

Em relacdo aos estudos de estabilidade do pH, a pectinase foi estavel em pH
4,0 e manteve mais de 80% de sua atividade em pH 5,0, sendo que, acima do pH 6,0,
pouca atividade foi detectada (Figura 20B). Okonji et al. (2019) obtiveram resultados
similares para a pectinase de A. fumigatus, em que a enzima se manteve estavel em

pH 5,0 e teve sua atividade reduzida significativamente em outras faixas de pH.
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Figura 20 — Efeito do pH na atividade e estabilidade enziméatica da pectinase purificada. (A) pH 6timo;
(B) Estabilidade do pH. O pH o6timo foi verificado por meio da solubilizagdo do substrato em tampéao
citrato-fosfato 0,1 mol L1, variando o pH entre 3,0 e 9,0, seguido da dosagem da atividade enzimatica.
A estabilidade em pH foi avaliada incubando a enzima na auséncia do substrato no mesmo tampéo e
pH, a 4°C, por 24 horas. Ap6s esse periodo, a atividade enzimética foi determinada.
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5.5.2 Influéncia dos ions metalicos na atividade da pectinase

O efeito dos ions metalicos nas concentracdes de 1 e 10 mmol L sobre a
atividade da pectinase esta representado na Tabela 11. Na concentracdo de 1 mmol
L1, os ions FeClz, SnCl2, CoClz, ZnSO4, NaCl, Al2(SOa)3, MgCl2 e MnCl2 aumentaram
a atividade enzimatica em aproximadamente 168, 88, 85, 54, 23, 15 e 9%,
respectivamente. Ja a 10 mmol L1, a ativagdo enzimatica foi verificada na presenca
dos ions FeClz, MgClz, Al2(SO4)s e CuSO4, com um aumento de aproximadamente
116, 112, 50 e 43%, respectivamente, e completa inativacdo na presenca de KCl,
NHa4ClI, CaClz, BaCl2 e PbCla.

Tabela 11 — Efeito dos ions metalicos nas concentracbes de 1 e 10 mmol L sobre a atividade da
pectinase*.

Atividade relativa (%)

lons 1 mmol Lt 10 mmol L?

EDTA (controle negativo) 100,0 * 0,12 100,0 * 0,14
FeClz 267,6 + 1,23 216,3 t 0,17
SnClz 188,2 * 0,78 0,00 + 0,14
CoCl2 185,3 + 1,94 0,00 * 0,50
ZnS0O4 1545 * 0,42 72,1 + 0,74
NacCl 122,7 + 0,52 0,00 + 0,15

Al2(SOa)3 115,5 * 1,11 149,6 + 1,08
MgCl: 111,7 + 0,19 212,3 + 0,34
MnCl2 108,8 * 1,23 0,00 + 0,23
CuSO4 98,7 + 1,06 142,9 + 0,39

KCI 85,2 + 0,76 0,00 + 0,20
NHa4ClI 84,2 + 0,34 0,00 + 0,19
CaClz 80,9 * 0,44 0,00 + 0,46
BaClz 74,1 + 0,35 0,00 + 0,46
PbCl» 0,0 * 0,15 0,00 + 0,30

*Os valores representam a média e erro padrao (t) de trés dosagens independentes.

A ativagdo enzimatica na presenca desses ions se deve principalmente as
mudancas na conformacao e na estabilizacdo do sitio catalitico da enzima, ou pela
acao de alguns cations diretamente sobre substrato, alterando suas propriedades e
aumentando a afinidade da enzima pelo mesmo (LOPINA, 2016). A ativacéo
enzimatica pelos ions MgClz e FeClz também foi relatada para as pectinases de A.
niger (KHATRI et al., 2015; AJAYI et al., 2021) e Bacillus subtilis (JOSHI; NERURKAR,;
ADIVAREKAR, 2015; OUMER; ABATE, 2017).
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A completa inibicdo pelo ion PbCl2 descrita neste trabalho também foi
observada para uma pectinase acida no estudo de Nazir et al. (2019) e ocorre
principalmente pela formacédo de complexos agente inibitério/enzima que geram a

modificacdo de aminoacidos fundamentais para a atividade catalitica (LOPINA, 2016).

5.5.3 Parametros cinéticos da pectinase

O valor da constante de Michaelis (Km) para a degradacéo da pectina citrica
pela enzima purificada foi de 1,83 mg mL™?, préximo ao relatado para pectinase de
Aspergillus niger (Km = 1,6 mg mL?) (DALAGNOL et al., 2017) e Penicillium
janthinellum (Km = 1,74 mg mL1) (MA et al., 2016). Porém, quando comparamos ao
Km relatado para as pectinases de Aspergillus aculeatus (Km = 11,49 mg mL™)
(MOHAMMADI et al., 2019); (Km = 9,09 mg mL?) (MOHAMMADI et al., 2020),
podemos afirmar que o valor encontrado nesse estudo foi mais satisfatério, uma vez
que, quanto menor o Km, maior sera a afinidade da enzima pelo substrato e menor
sera a concentracdo de substrato necesséaria para que ela atinja a sua velocidade
maxima para uma reacao de primeira ordem.

A velocidade maxima (Vmax) encontrada foi de 335 U mg?, semelhante ao
relatado para Bacillus halodurans (Vmax = 351 U mgt) (MEI et al., 2013), no entanto,
superior ao observado para Achaetomium sp. (Vmax=98 U mg?) (CHENG et al., 2017)
e Penicillium chrysogenum (Vmax = 85 U mg?) (BANU et al., 2010).

5.5.4 Especificidade ao substrato

A andlise de especificidade ao substrato demonstrou que a pectinase foi capaz
de atuar sobre diferentes compostos (Tabela 12), com maior atividade catalitica sobre
o acido poligalacturénico, seguido de pectina citrica, celulose microcristalina e amido.
Esse carater bifuncional foi observado para as pectinases de Hylocereus polyrhizus
(AMID; ZOHDI, 2014) e Penicillium janthinellum (PAGNONCELI et al., 2019),
enguanto, para Bacillus subtilis, a atividade enzimética foi observada apenas com a
pectina citrica (OUMER; ABATE, 2017). A auséncia de atividade para o xilano de
beechwood e CMC também foi relatada por Cheng et al. (2017) para a pectinase de
Penicillium oxalicum. Uma vez que a maior atividade foi observada com o substrato

acido poligalacturdnico, a enzima foi classificada como uma poligalacturonase.
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Tabela 12 — Especificidade ao substrato para a pectinase purificada de Aspergillus terreus PA3A5T. A
enzima foi incubada com 1% (0,01 g mL-1) de cada substrato em tampao acetato de s6édio 100 mmol L-
1 pH 4,0, por 10 minutos, a 70°C*.

Substrato Ligagéo principal Atividade relativa (%)
Acido poligalacturénico a-1,4 100
Pectina citrica a-1,4 49
Celulose microcristalina B-1,4 31
Amido a-1,4/ a-1,6 26
Xilano de beechwood B-1,4 ND**
CMC B-1,4 ND**

*Os valores representam a média e erro padrdo (x) de trés dosagens independentes. O &cido
poligalacturénico foi usado como controle (100%) para os célculos de atividade relativa, pois apresentou
maior atividade enzimética.

** ND = N&o detectado.

5.5.5 Andlise dos produtos de hidrdlise

A analise dos produtos de hidrélise por cromatografia em camada delgada
(TLC) demonstrou que a hidrolise maxima do acido poligalacturdnico ocorreu com 24
horas de incubacdo, com liberacdo Unica de monogalacturonato como produto da

reagao (Figura 21).
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Figura 21 — Cromatografia em camada delgada (TLC) da enzima purificada de Aspergillus terreus
PA3AST. (1) Acido monogalacturdnico (1 mg mL1); (2) Acido digalacturénico (1 mg mL-1); (3) Acido
trigalacturénico (1 mg mL1); (4) Acido poligalacturénico a 1%; (5), (6), (7) e (8) Reagéo incubada por
10, 30, 60 e 1440 minutos (24 horas), respectivamente. Os produtos da hidrélise foram analisados
incubando a enzima com &cido poligalacturdnico (0,01 g mL1) em tampao de acetato de s6dio (100
mmol L1; pH 4,0) a 70°C por diferentes periodos de tempo, seguido de aplicacdo em CCD. A fase
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movel consistiu de n-butanol: etanol: agua destilada (50:25:25) e a revelagéo se deu com orcinol 0,2%
em acido sulfurico: solu¢éo de metanol (1:9) a 100°C.

O comportamento enzimatico apresentado sugere que a pectinase do A.
terreus PA3AS5T apresenta mecanismo de acao na extremidade terminal da cadeia do
acido poligalacturénico, caracterizando-a como uma exo-poligalacturonase (EC
3.2.1.67). O mesmo perfil foi observado para as pectinases de A. niger (ANAND;
YADAV, S.; YADAYV, D., 2017) e P. occitanis (TOUNSI et al., 2016).

5.6 Aplicacao da pectinase purificada
5.6.1 Clarificagéo de sucos de frutas

O efeito da pectinase purificada na clarificacdo dos sucos de laranja e manga
estd evidenciado na Tabela 13. A clareza € expressa em transmitancia (%Tes0) €,
quanto maior a % observada, menor serd a turbidez do suco. Da mesma forma, quanto

maior a reducao da cor, maior sera a % da absorbancia (%A420).

Tabela 13 — Efeito da pectinase purificada na clarificacdo dos sucos de laranja e manga segundo os
parametros de pH, turbidez e cor*.

Suco pH inicial pH pés-tratamento %Te60 %A420
Laranja Bahia 4,5 4,5 44 48
Manga tommy 4,4 4.4 22 52

*Dados em relagdo ao controle sem adigdo de enzimas.

A transmitancia percentual aumentou 44 e 22%, com reducdo da cor de 48 e
52% para o0 suco de laranja e manga, respectivamente. O resultado apresentado
indica que a pectinase agiu de forma efetiva em ambos os sucos, com reducao
significativa da viscosidade, principalmente para o suco de laranja. Outro ponto de
destaque é a reducdo da cor acima de 50% para o suco de manga, valor superior a
maioria dos trabalhos relatados na literatura (Figura 22).

Isso sugere que a pectinase extraida do Aspergillus terreus PA3AS5T pode ser
amplamente empregada no processo de clarificagdo de sucos pelo seu alto poder de
hidrolise das substancias pécticas e também por apresentar alta atividade catalitica
na faixa de pH (4,0) da maioria dos sucos de frutas (pH acido). O uso de pectinases
no tratamento dos sucos de frutas tem sido relatado por muitos pesquisadores em
variados tipos de frutas, como o caju (ABDULLAH et al., 2021), a roméa (CERRRETI
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et al., 2017), o maméo (TU et al., 2013), a palma (MOHANTY et al., 2018), o jamun
(GHOSH; PRADHAN; MISHRA, 2017) e a maca (KEMPKA; PRESTES; ALVIERO,
2013).

(A) (B)

Figura 22 — Clarificacéo de (A) suco de laranja e de (B) manga. (C) Controle; (A1), (A2) e (A3) Amostras
tratadas com pectinase purificada. Os sucos foram obtidos a partir da trituracdo da polpa da fruta no
liquidificador com adicdo de agua na proporcao de 4: 1 (fruta: agua). A polpa extraida foi peneirada e,
em seguida, foram adicionados 2,5 U mL! de enzima por mL de suco, seguido de incubacdo a 70°C
por 4 horas. O controle foi o suco incubado sem enzimas. Os sucos tratados foram centrifugados a
5.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C, e os parametros de pH, turbidez (% T660nm) e cor (A420nm) foram
avaliados.
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6 CONCLUSOES

A exo-poligalacturonase (EC 3.2.1.67) do Aspergillus terreus PA3AS5T se
mostrou muito eficaz na clarificacdo dos sucos de laranja e manga, reduzindo
consideravelmente a viscosidade e a cor. Em acréscimo, por apresentar um carater
termofilico e alta atividade em pH &cido, a enzima estudada pode ser amplamente
empregada nos processos industriais, com destaque para a clarificacdo dos sucos de

frutas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio deste estudo, foi possivel evidenciar a capacidade de producéo de
uma exo-poligalacturonase pelo A. terreus PA3A5T, bem como elucidar o mecanismo
de acao dessa enzima na clarificacao de sucos de frutas. Dessa forma, a exo-PG de
A. terreus se mostra como uma alternativa eficaz na substituicdo dos processos
qguimicos tradicionais para a clarificacéo de sucos de frutas, permitindo a obtencéo de

sucos mais claros e de maior valor agregado.
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