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RESUMO

Pectinases (EC 3.2.1.15) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise da pectina, um dos
principais polissacarideos da parede primaria de plantas superiores. Fungos
filamentosos, principalmente do género Aspergillus, sdo eficientes produtores de
enzimas pectinoliticas. Dentre as pectinases, poligalacturonases tém sido
extensivamente estudadas devido as suas potenciais aplicacdes, como por exemplo o,
nas industrias de alimentos, promovendo a clarificacdo de suco de frutas. Apesar das
diversas aplicacdes industriais, o alto custo e a instabilidade, faz com que o uso
comercial das enzimas permaneca limitado. A producdo rapida e purificagdo de enzimas
em poucas etapas ¢ uma op¢do na superacdo desses obsticulos. O objetivo desse
trabalho foi purificar e caracterizar uma exo-PGase produzida por Aspergillus japonicus
e a clarificacdo de suco de frutas. Entre os 7 fungos testados, 4. japonicus mostrou a
melhor produ¢do de PGase (0,389 U/mL) em meio liquido e purificagdo de 9,5 vezes
com 103% de rendimento. A enzima apresentou um peso molecular de
aproximadamente de 34 kDa (SDS-PAGE). O pH e a temperatura 6tima para atividade
da enzima foi 5,0 e 55 °C, respectivamente. A 50°C a enzima apresentou meia vida apos
10 min. Em pH 6,0 manteve-se estavel durante 2h. Os ions CuSO4, FeCl3 e HgCl3
inibiram totalmente a atividade na concentragdo de SmM. Em relacdo ao substrato, a
PGase mostrou maior especificidade (8,81 U/mL) para pectina de magd. A enzima foi
classificada como exo-poligalacturonase por cromatografia em camada delgada de
silica. O suco tratado com a enzima purificada (2 U/mL) proporcionou um aumento de
95,7%, 85,7% e 35,5% na clarificagdo da manga tommy, manga keitt e laranja,
respectivamente. A PGase de A. japomicus mostra potencial para ser aplicada na

clarificagdo de suco de frutas.

Palavras-chave: Aspergillus. Poligalacturonase. Clarificagao de sucos.
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ABSTRACT

Pectinases (EC 3.2.1.15) are enzymes that catalyze the hydrolysis of pectin, one of the
main polysaccharides in the primary wall of superior plants. Filamentous fungi, mainly
of the Aspergillus genus, are efficient producers of pectinolytic enzymes. Among
pectinases, polygalacturonases have been extensively studied due to their applications,
such as in the food industries, promoting a clarification of fruit juice. Despite various
industrial applications, the high cost and instability mean that the commercial use of
enzymes remains limited. The rapid production and purification of enzymes in a few
steps is an option in overcoming these obstacles. The aim of this work was to purify and
characterize an exo-PGase produced by Aspergillus japonicus and the clarification of
fruit juices. Among the 7 fungi tested, 4. japonicus showed a better production of
PGase (0.389 U/mL) in the liquid medium and purification of 9.5 fold with 103% yield.
The enzyme had a molecular weight of approximately 34 kDa (SDS-PAGE). The pH
and the ideal temperature for the enzyme activity were 5.0 and 55°C, respectively. At
50° C, the enzyme showed half life after 10 min. At pH 6.0, it remained stable for 2
hours. The CuSO4, FeClI3 and HgCl3 ions totally inhibited the activity of the enzyme at
the concentration of 5SmM. In relation to the substrate, the PGase showed greater
specificity (8.81 U/mL) for apple pectin. The enzyme was classified as exo-PGase by
thin layer chromatography on silica. The juice treated with a purified enzyme (2 U/mL)
showed an increase of 95.7%, 85.7% and 35.5% in the clarification of the tommy
mango, keitt mango and orange, respectively. The purified from A. japonicus has

potential to be applied in the clarification of fruit juice.

Keywords: Aspergillus. Polygalacturonase. Juice clarification.
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1. INTRODUCAO

Os sucos de frutas s3o naturalmente turvos, mas em diferentes graus,
principalmente devido a presenga de polissacarideos (pectina, celulose, hemiceluloses e
amido), lignina, proteinas, taninos e metais. Como a aparéncia clara do suco ¢ um fator
determinante para os consumidores, a industria de suco de frutas vem investindo em
métodos que otimizam esse recurso. A alta concentragdo de pectina leva a formacao de
coldides, que constitui um dos principais problemas durante o processamento de sucos
de frutas transparentes. Embora as particulas suspensas da polpa possam ser removidas
por filtracdo, a presenga de pectina pode dificultar esse método.

A despectinizagdo de sucos de frutas através do uso de pectinases tem sido
apresentada como uma alternativa eficiente para reduzir a turbidez. As pectinases
degradam a pectina, resultando em redugao da viscosidade e formacgao de aglomerados,
o que facilita a separacdo por centrifugacdo ou filtragdo. Como resultado, o suco
apresenta maior clareza, além de sabor e cor mais concentrados.

As enzimas pectinoliticas, ou pectinases, podem ser classificadas em esterases,
hidrolases e liases, atuando de diferentes formas em seu substrato, a pectina.
Representam cerca de 75% das vendas globais de enzimas comercializadas na industria
de alimentos. Seu uso desempenha um papel importante na melhoria da qualidade dos
produtos, aumentando a taxa de extrag@o e clarificacdo de certos sucos de frutas, bem
como na extracdo de Oleos vegetais, como o azeite, a estabilizacdo de produtos e a
melhoria do sabor. S3o usadas também na industria téxtil e bio-lavagem de fibras de
algodado. Até agora, as pectinases industriais podem ser produzidas a partir de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, especialmente do género Aspergillus.

Dentre as hidrolases, as PGases sdo as enzimas pectinoliticas mais estudadas e as
mais utilizadas em produtos comerciais. As PGases estdo presentes em plantas,
bactérias, leveduras, fungos filamentosos ¢ podem até ser encontradas em nematoides e
insetos. Eles catalisam a clivagem das liga¢des a-1,4 do acido poligalacturonico e das
regides homogalacturdnicas das pectinas. Podem ser classificadas em endo-PGases,
realizando a hidrdlise no interior da cadeia, ou exo-PGases, quando realizam a hidrolise

da por¢ao externa da cadeia. Sabendo do grande destaque do uso biotecnoldgico destas
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enzimas, o objetivo deste trabalho foi purificar, caracterizar e aplicar na clarificagdo de

suco de frutas uma nova PGase produzida por A. japonicus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Substancias pécticas

Substancias pécticas sao macromoléculas glicosidicas complexas de alto peso
molecular encontradas em plantas superiores (Pan et al., 2015). Estdo presentes na
parede celular primaria e sdo os principais componentes da lamela média (Aspinall,
1970; Pan et al., 2015), uma fina camada adesiva formada entre as paredes das células
jovens adjacentes, dando rigidez a planta (Rombouts & Pilnik, 1980; Alkorta et al.,
1998), promovendo a adesdo de lignina e outros polissacarideos como celulose e
hemicelulose na parede celular (Srinrangarajan & Shrikhande, 1979), defesa contra
patogenos (Lingxia & Steven, 2010) e ao estresse bidtico gerados por plantas parasitas

(de Lima Damasio et al., 2010; Bonnin et al., 2014).

Estruturalmente, pectinas sdo compostas por uma longa cadeia primaria formada
por unidades (1—4)-a-D-4cido galacturdnico, entretanto esta cadeia ¢ interrompida em
2 a 4% de unidades de (1—4)-B-galacturonato e (1—2)-0-L-ramnose, as quais estdo
ligadas cadeias laterais de agucares neutros, unindo moléculas de pectina a matriz
polissacaridica da parede celular vegetal (Whitaker, 1990; Hwang & Kokini, 1992;
Rangarajan et al., 2010). Os grupos carboxilicos do acido galacturdnico podem ser
esterificados por grupos metila e parcialmente ou completamente neutralizados por ions
sodio, potassio ou amodnio (Be Miller, 1986). Quando ocorre essa modificagdo na cadeia
principal, as substincias pécticas podem ser classificadas em trés grandes grupos, todos
contendo &cido D-galacturénico em maior ou menor grau (Ridley et al., 2001; Wikiera
et al., 2015).

A homogalacturonana (HG) ¢ um polimero linear formado por acido D-
galacturénico que pode ser acetilado e/ou metil esterificado. A molécula ¢ classificada
de acordo com o seu nivel de esterificacdo: protopectina, substancias pécticas insoluveis
em agua, sofrem hidrolise resultando em pectina e pectinas acidas; o 4cido pectinico que
tem menos de 75% dos grupos estereficados; acido péctico ou acido poligalacturénico
contendo quantidades insignificantes de grupos metoxil; e pectina, frequentemente a
palavra ¢ usada como um nome genérico para substancias pécticas, onde o acido
pectinico ¢ o maior componente, tendo pelo menos 75% dos grupos estereficados

(Jayani et al., 2005).
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J4 a ramnogalacturonana I (RGI) ¢ composta pela sucessdo do dissacarideo
ramnose — acido galacturonico. Os residuos galacturdnicos podem ser acetilados e
ambos podem conter cadeias laterais de agucares neutros como galactose, arabinose e
xilose. O polimero estruturalmente mais complexo ¢ a ramnogalacturonana II (RGII),
que apesar de seu nome, RGII ¢ também uma cadeia HG, apresentando, no minimo, oito
unidades monoméricas, com cadeias laterais complexas ligadas aos residuos
galacturénicos (Willats et al., 2006; Sharma et al., 2013; Wikiera et al., 2015).

Estudos recentes ja permitiram esquematizar estruturas hipotéticas da pectina,
com pequenas modificagdes de acordo com novas descobertas (Canteri et al., 2012). Até
recentemente, era aceito que HG e RGI constituiam a espinha dorsal dos polimeros
pécticos, como mostrado na Figura 1 (A). No entanto, foi proposta uma estrutura
alternativa na qual HG ¢ uma longa cadeia lateral de RGI (Figura 1 (B)). Os
comprimentos das cadeias laterais podem variar consideravelmente e a composi¢ao de
acucar de RGI também pode ser altamente heterogénea. Por outro lado, acredita-se que
RGII tenha sua estrutura altamente conservada (Willats et al., 2006).

Quando HG formam uma rede cristalina tridimensional na qual a dgua e os
solutos estdo aprisionados, substancias pécticas tendem a formar uma estrutura em gel.
Virios fatores sdo responsaveis pela gelificacdo, incluindo tipo de pectina, grau de
esterificacdo, grau de acetilagdo, temperatura, pH, agticar e a presenga de outros solutos
(Willats et al., 2006). Por ser viscosa, gelificante e ter propriedades de estabilizacdo, a
pectina ¢ utilizada em uma série de aplica¢des na industria farmacéutica, cosmética e de
alimentos (Karaki et al., 2016).

As substancias pécticas estdo presentes em varias formas nas células vegetais e
segundo Jayani et al. (2005), a pectina forma de 0,5 a 4% do peso imido da fruta, sendo
abundante em cascas de frutas citricas, e esta ¢ a provavel razdo para a existéncia de
numerosas formas de enzimas pectinoliticas, sendo essas de importincia primordial por
auxiliarem na extensdo da parede celular vegetal e no amolecimento de alguns tecidos
vegetais durante o amadurecimento e estocagem. Elas também intervém no balango
ecoldgico, mediante processos de decomposicao e reciclagem de residuos vegetais

(Murad & Azzaz, 2011).
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2.2 Enzimas pectinoliticas

As pectinases sdo amplamente encontradas na natureza (Zeni et al., 2011), 50%
sdo produzidas 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). Um grande numero
de cepas bacterianas, principalmente Bacillus spp., leveduras (Yarawia lipolytica e
Saccharomyces cerevisiae), e muitos fungos filamentosos, como Aspergillus niger, A.
oryzae, A. awamori, A. sojae, Trichoderma viridiae, T. virens e Penicillium griseorseum
sdo potenciais produtores de pectinases (Martin et al., 2004; Favela-Torres et al., 2006;
Tari & Tokatli, 2007; Teixeira et al., 2011; Benoit et al., 2012; Ruiz et al., 2012). De
acordo com o mecanismo de acao sobre a molécula de pectina, estas enzimas podem ser
divididas em 3 grupos distintos que sdo classificadas e nomeadas de acordo com a
“Enzyme Comission” (EC) (Figura 2), segundo as recomendagdes da International
Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUPAC-IUB3; as esterases e as
despolimerases (hidrolases e liases) (Kashyap et al., 2001).

Esterases
A pectina esterase (polimetilgalacturonato esterase, PMGE) (EC 3.1.1.11) catalisa

a hidrolise dos grupos metil éster da pectina, liberando metanol e convertendo pectina
em pectato (polimero ndo estereficado) (Shen et al., 1999; Gummadi & Panda, 2003;
Jayani et al., 2005). Apresenta valores de pH 6timo variando de 4 a 8 e temperatura

6tima de 40 a 50°C (Jayani et al., 2005).

Hidrolases
Incluem as polimetilgalacturonases e as poligalacturonases (EC 3.2.1.15). A

polimetilgalacturonase (PMQG) hidrolisa polimetil-galacturonatos a
oligometilgalacturonatos por clivagem de ligacdes a-1,4, podendo ser endo- ou exo-
PMG (Kayshap et al., 2001).

As poligalacturonases (PGases) hidrolisam liga¢des glicosidicas a-1,4 entre dois
residuos de acido galacturdnico (Mutlu et al., 1999). E a mais comum enzima do grupo
das pectinases com fung¢do hidrolitica, podendo apresentar acdo endo- (hidrdlise
randomica) ou exo- (hidrélise sequencial) do acido péctico (Kayshap et al., 2001; Jayani

et al.,, 2005). As PGases fungicas sdo de interesse biotecnoldgico pela alta atividade
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enzimatica e por possuirem pH oOtimo de atividade na regido levemente acida e

temperatura 6tima entre 30 e 50°C (Zheng & Shetty, 2000; Jayani et al., 2005).

Liases
Também chamadas como transeliminases, rompem ligacdes glicosidicas

resultando em galacturonideos com uma ligagao insaturada entre os carbonos 4 e 5 do
final ndo redutor do acido galacturénico formado (Kayshap et al., 2001; Jayani et al.,
2005) e incluem as pectina liases e as pectato liases.

As pectina liases (polimetilgalacturonato liase, PMGL) (EC 4.2.2.10) catalisam a
B-eliminagdo entre dois residuos de 4cido galactur6nico mais ou menos esterificados.
Quebram as ligagdes por transeliminagdo do hidrogénio dos carbonos das posigdes 4 e 5
da pectina (Gainvors et al., 1994; Whitaker, 1994; Karam & Belarbi, 1995) de modo
endo- ou exo-. O pH 6timo ¢ em torno de 5,5 (Mayans et al., 1997) e temperatura 6tima
entre 40 e 50°C (Jayani et al., 2005).

O pectato liase (poligalacturonato liase, PGL) (EC 4.2.2.2) catalisa a clivagem de
ligacdes a-1,4 de 4cido péctico de modo endo- ou exo- por transeliminag¢ao (Kayshap et
al., 2001), requer Ca?" para atividade e tem pH 6timo na regido alcalina, entre 7,5 ¢ 10 ¢
temperatura 6tima entre 40 e 50°C (Sakai et al., 1993; Mayans et al., 1997; Jayani et
al., 2005).
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Figura 2. Diferentes tipos de pectinases e seus modos de acdo sobre substincias
pécticas. (a) R = H para PG e CH3 para PMG, (b) PE e (c) R=H para PGL ¢ CH3 para
PL. A seta indica o lugar onde as pectinases atuam sobre as substancias pécticas. PG:
poligalacturonase, PMG: polimetilgalacturonase, PE: pectinesterase, PGL: pectato liase,

PL: pectina liase (Gummadi & Panda, 2003).

Estas enzimas apresentam grande destaque nos processos industriais ja sua
produ¢do demanda baixo consumo energético, aceleram processos bioquimicos,

possuem baixa toxicidade e sdo altamente especificas. Também sdo capazes de alterar
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as caracteristicas de diversos residuos sem o uso de altas temperaturas, solventes

organicos e condi¢des de pH (Cherry & Fidantsef, 2003; Mussatto, 2007).

2.3 Pectinases microbianas

O isolamento e as técnicas de screeming de microrganismos produtores de
pectinases sdo de extrema importancia para atender a demanda e o aumento de suas
aplicagdes biotecnoldgicas. Varios estudos foram realizados para a producdo de
pectinases a partir de diferentes fontes de carbono, como farelo de trigo (Taragano et al.,
1997), bagaco de cana (Solis-Pereyra et al., 1993, 1996) casca de limao (Larios et al.,
1989), casca de laranja (Grhomann & Baldwin, 1992) e polpa do tomate (Sharma &
Gupta, 2001). O uso de microrganismos para a producdo de enzimas ¢ economicamente
viavel, desenvolvendo assim suas aplicagdes industriais (Padma et al., 2011; Torres et
al., 2011; Dey & Banerjee, 2014).

Enzimas microbianas sdo mais ativas e estdveis que enzimas de plantas e
animais. No entanto, pectinases fungicas possuem propriedades especiais como
adaptabilidade a temperatura e pH 6timo na faixa de 3,0 - 5,0 (Siddiqui et al., 2012;
Cheng et al., 2016). Entre os fungos filamentosos, os principais produtores de
pectinases sdo dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium. Destas linhagens, A4.
niger tem atraido a maior atencdo como produtor de pectinase devido a sua longa
historia nas industrias de fermentacdo e seu status como um organismo geralmente
considerado seguro (GRAS), de acordo com a Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos (Iwashita, 1989). O género Aspergillus representa anamorfos
pertencentes a familia Trichocomaceae, ordem Eurotiales, subclasse Eurotiomicetidae,
classe Eurotiomicetes e ao filo Ascomicota, representando 838 epitetos (Hu et al.,
2011). Amplamente distribuidos na natureza, podem ser isolados de uma variedade de
substratos ou ambientes como, ar, solo, plantas e matéria organica em decomposi¢ao.
Isso se deve & facil dispersio dos conidios' e seu tamanho relativo, sendo suspensos no
meio por um longo periodo de tempo (Warnock et al., 1999; Abarca, 2000). Fungos do
género Aspergillus t€ém sido escolhidos para processo de larga escala por serem capazes
de produzir grandes variedades e quantidades de enzimas em meios de baixo custo

(Bergquist et al., 2002). Com potencial na producdo de enzimas, especificamente

1 L, 4. . ~
Conidios: forma mais comum de reprodugdo assexuada dos fungos.
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pectinases, sdo relatados 4. niger (Sanjay Kumar et al., 2011), 4. giganteus (Pedrolli et
al., 2008; Ortiz et al., 2017), A. japonicus (Li et al., 2015), A. awamori (Dey &
Banerjee, 2014), A. foetidus (Sunil Kumar et al., 2015), A. fumigatus (Phutela et al.,
2005), Aspergillus tamarii (Shanmugavel et al., 2018).

2.4 Aplicacoes das pectinases microbianas

E importante ressaltar que enzimas pectinoliticas compdem cerca de 25% do
mercado mundial de enzimas alimentares (Trindade et al., 2016; Amin et al., 2017),
tendo assim um amplo espectro de aplicagdes (Garg et al., 2016; Shet et al., 2018),
como no processamento de téxteis e biolavagem de fibras de algodao, juntamente com
amilases, lipases, celulases e hemicelulases, removendo agentes de colagem do algodao
de maneira segura e ecologica, substituindo a soda caustica (Rebello et al., 2017). Sao
Utilizadas no pré-tratamento de 4guas residuais oriundas das industrias de
processamento vegetais, facilitam a remoc¢ao do material pectinaceo e o torna adequado
para decomposic¢ao por tratamento com lodo ativado (Hoondal et al., 2002).

O tratamento enzimatico também acelera a fermentagdo do cha, embora a dose
da enzima deva ser ajustada cuidadosamente para evitar danos a folha. A adigdo de
pectinase também melhora a propriedade de formacdo de espuma dos pds de cha
instantaneos, pela degradagao das pectinas. Diminuem a viscosidade da ra¢do animal e
aumentam a absor¢do de nutrientes pelos ruminantes (Kumar & Suneetha, 2014). As
pectinases extraem o6leos de colza (canola), semente de girassol, palma e azeitona,
evitando o uso do hexano, potencial agente carcinogénico (Ortiz et al., 2017). Em
conjunto com B-glucanases e hemicelulases, t€ém sido utilizadas na produgdo de vinho
promovendo uma melhor maceracdo da casca e aumento da extragdo de pigmentos,
facilitando a clarificagdo e filtragio do mosto” e aumentando a qualidade e estabilidade

do vinho (Revilla & Gonzalez-San José, 2003).

2.4.1 Clarificacao de sucos de frutas

A principal aplicagdo industrial de pectinases ¢ na extragdo e clarificagdo de
suco de frutas. O esmagamento mecanico dos frutos, ricos em pectina, resulta em um

puré de frutas altamente viscoso, do qual ¢ dificil extrair suco, ja que o esmagamento

* Mosto: sumo de uvas frescas que no tenham passado pelo processo de fermentagio.
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dos tecidos faz com que o suco permaneca ligado a polpa, formando uma massa
gelificada (Pifferi et al., 1989). De acordo com as propriedades fisicas e quimicas de
cada fruta, seus sucos apresentam diferentes graus de turbidez natural. A turbidez do
suco ocorre devido a presenga de materiais insoluveis, como fragmentos celulares
originarios de seu tecido eou componentes que ndo sdo totalmente dissolvidos. A
pectina, entdo, se divide entre a fase liquida e as particulas da polpa, causando um
aumento da viscosidade e facilitando a retencdo de dgua (Lanzarini et al., 1989). Um
dos principais problemas encontrados na preparacdo de sucos de frutas ¢ a turbidez
devido principalmente a presenga de pectinas. Para melhorar o rendimento do suco com
alta qualidade aromatica, em um curto tempo de processamento, € aumentar sua
qualidade nutricional, reduzindo a quantidade de residuos, ¢ necessario degradar a
pectina. Além de promover a extracdo do suco, a adi¢do de enzimas aumenta a libera¢ao
de varios compostos fendlicos e outros componentes nutricionalmente importantes
(Markham et al., 2000).

Por esse motivo, a adi¢do de enzimas pectinoliticas a polpa do fruto antes da
prensagem ¢ um pré-requisito para obter um rendimento satisfatorio. A despectiniza¢ao
depende da composicao do suco, do tipo de enzima utilizada e do tempo consumido
para clarificagdo (Alkorta et al., 1998; Versari et al. 1998). Para a melhor
despectinizacdo e clarificacdo de sucos (laranja, macgd, péra, uvas, goiaba, banana,
mamao, cenoura, beterraba) usando pectinase, devem ser consideradas, em geral, as
condi¢des 6timas da enzima como: pH em torno de 2,5 - 6,0 (Soares et al., 2001; Croak
& Corredig, 2006), o tempo de tratamento de 5 minutos a 6 horas (Soares et al., 2001;
Tochi et al., 2009; Aliaa et al., 2010), e a faixa de temperatura em torno de 50°C
(Kashyap et al., 2001; Soares et al., 2001; Aliaa et al., 2010).

2.5 Purificacio e caracterizacio de enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas acidas de Aspergillus sp, possuem um extenso ambito
de aplicacdes, porém o extrato bruto obtido apods o cultivo em meio liquido contém uma
mistura de metabolitos, que ndo garante que a degradagdo do substrato se deve a agdo da
enzima desejada ou de um complexo multienzimatico em sinergia, assim, o processo
auxiliar essencial ¢ a purificacdo da enzima alvo antes da aplicagdo comercial especifica

(Aikat, Maiti & Bhattacharyya, 2001). A selecdo do numero minimo de etapas de
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separagdo com alta atividade especifica e/ou pureza e alta recuperagdo ¢ recomendada

para a aplicagdo de custo efetivo da enzima purificada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Selecionar fungos filamentosos produtores de PGases: Caracterizar, purificar e

utilizar a enzima na clarificacdo de suco de frutas

3.2 Objetivos especificos

[.  Testar a producdo de PGase utilizando sete fungos filamentosos (Aspergillus
terreus, Aspergillus japonicus, Cladosporium sp., Trichoderma virens,
Aspergillus sp., Aspergillus flavus e Penicillium funicolasum);

II.  Estudar a influéncia de fontes de carbono na producdo do complexo
pectinolitico;

III.  Caracterizar tempo de produgdo enzimatica, pH e temperatura 6tima a partir
do melhor produtor;

[V.  Purificar a PGase através de processos cromatograficos;

V. Estimar a massa molecular por eletroforese em condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE);

VI.  Realizar a caracterizagdo bioquimica da PGase purificada (pH, temperatura,
estabilidade, efeito de ions e EDTA, especificidade ao substrato ¢ CCD)
sobre a atividade ¢ estabilidade enzimatica;

VII.  Avaliar o efeito da PGase purificada na clarificacdo de sucos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens e manutencio em meio solido

Foram utilizados 7 fungos os quais ja foram isolados pela técnica do laboratorio
Clarice Rossato Marchetti e, estdo mantidos na Micoteca da UFMS/Campo Grande —
MS, as espécies utilizadas foram: Aspergillus terreus, Aspergillus japonicus,
Cladosporium sp., Trichoderma virens, Aspergillus sp., Aspergillus flavus e Penicillium
funicolasum. Os fungos foram mantidos em tubos de ensaio em meio BDA (batata-
dextrose-dgar) com agar de superficie inclinada, a 30°C, por um periodo de 7 dias.

Posteriormente, levados a geladeira até o momento de uso.

4.2 Selecao dos fungos produtores de PGase em meio liquido

Os fungos foram crescidos em meio liquido (Rizatti et al., 2001) com
modifica¢des contendo K,HPO4 0.4%, peptona 0.2%, MgSO4-7H,O 0.02%, CaCl,-
2H,0O 0.0001%, FeSO4-7H,O 0.0004%, com diferentes fontes de carbono
(Carboximetilcelulose (CMC) 1%, bagago de cana 1%, CMC 1% + bagago de cana 1%,
CMC 0,5% + bagaco de cana 0,5%, Avicel 1%, Avicel 1% + CMC 1%, Avicel 0,5% +
CMC 0,5%, farelo de trigo 1%, farelo de trigo 1% + CMC 1%, farelo de trigo 0,5% +
CMC 0,5%, glicose 1%, glicose 1% + CMC 1% e glicose 0,5% + CMC 0,5%). Para
inoculacdo foram utilizados Erlenmeyer de 25 mL por meio de suspensdo de esporos
(5x10° esporos por mL), mantidos em agitagdo a 110 rpm, por um periodo de 96 horas a

30°C. Em seguida foi feita a filtragdo, para extragdo de enzimas extracelulares.

4.3 Atividade pectinolitica e quantidade proteica

A atividade da PGase foi detectada incubando a amostra a 45°C com tampao
acetado de sodio pH 5,0 contendo 1% de pectina (Sigma P9135). Aliquotas foram
retiradas em tempos pré-determinados, e para a formagdo do agucar redutor liberado foi
utilizado 4cido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme o método de Miller (1959), com
acido galacturdnico como agucar padrdao e entdo feita a leitura em absorbancia a 540
nm. A atividade especifica foi definida através da relagdo entre o numero de unidades

por miligrama de proteina (U/mg). A quantificagdo de proteinas foi realizada segundo o
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método de Lowry (Lowry et al., 1951), utilizando-se albumina de soro bovino como

padrao.

4.4 Curva de producao enzimatica

Apods definir o melhor produtor de PGase e a melhor fonte de carbono, o
selecionado foi cultivado em meio liquido, conforme descrito no item 4.2, e aliquotas de
ImL foram retiradas diariamente num periodo variando de 24 a 168 horas para

determinagdo do melhor tempo de crescimento e producdo da enzima.

4.5 Purificacdo da PGase produzida pelo A. japonicus

A purificagdo foi realizada com um volume de 100 mL da amostra aplicado em
uma coluna de troca i6nica (DEAE-celulose), previamente equilibrada com tampao Tris
HCI1 50 mM (pH 7,5). A amostra foi eluida com o mesmo tampao, coletada em fragdes
de 3mL, e apds 20 mL de eluigdo foi aplicado o gradiente linear de NaCl (0-1,0 M). O
perfil de proteina foi determinado pela leitura das fragdes no comprimento de onda de
280 nm no espectrofotometro. A atividade de PGase foi determinada conforme descrito
no item 4.3. Fragdes correspondentes a PGase foram coletadas, dialisadas e
concentradas. O grau de pureza das amostras foi analisado por eletroforese sob

condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE).

4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

Para visualizar a pureza e massa molar da amostra obtida apds a etapa de
purificacdo, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE), conforme o método descrito por Laemmli (1970). As
amostras foram preparadas na propor¢ao de 1:1 em tampao de amostra (glicerol 20%,
SDS 7%, azul de bromofenol 0,002%; em Tris-HCI 0,12 M, pH 6,8), na presenca de
10% de B-mercaptoetanol e aquecidas durante 5 min em agua fervente. A eletroforese
foi realizada sob 100 V em tampao Tris/glicina/SDS pH 8,3. Apds a corrida, o gel foi

fixado e corado com kit coloracdo em prata (Sigma — Aldrich).
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4.7 Caracterizacio enzimatica do extrato bruto e enzima purificada

As enzimas também foram avaliadas em relacdo a temperatura e ao pH de
reacdo. Para determinar-se a temperatura ideal de reagdo foram realizados ensaios de
atividade na faixa de 40 a 60°C para extrato bruto e 40 a 65°C para purificada, quanto
ao pH 6timo de atividade foi avaliado utilizando-se tampao Mcllvaine (pH 2,0 a 8§,0),

fixando-se as demais condi¢des padronizadas para andlise.

4.8 Efeito do pH e temperatura na estabilidade da enzima

A enzima purificada de A. japonicus foi avaliada quanto a sua estabilidade nas
temperaturas de 50, 55 e 60°C, nos diferentes tempos de incubagao 10, 20, 30, 40, 60 e
120 minutos. Quanto ao pH, a enzima foi incubada a 50°C nos tempos de reacao 15, 30,
60 e 120 minutos, em tampdo Mcllvaine variando na faixa de 4,0 — 6,0. A estabilidade
da atividade de PGase foi avaliada conforme previamente descrito no item 4.3. A
atividade foi expressa como atividade relativa, sendo que o valor de 100% de atividade

correspondeu a atividade realizada em pH e temperatura 6tima da enzima.

4.9 Efeito de ions e EDTA

Para avaliar o efeito dos ions metalicos, cloreto de amonio e EDTA na atividade
enzimatica, a enzima foi incubada com KCI, CuSO,, CaCl,, FeCls, ZnCl,, MgSOs,
CoCly, AlCI3, HgCl,, NH4Cl e EDTA, separadamente, em concentragdes finais de 1 e 5
mM por 30 minutos a 50°C, e a atividade residual de PGase foi quantificada conforme
descrito no item 4.3. A atividade foi expressa como atividade relativa, sendo que o valor

de 100% de atividade correspondeu a atividade realizada na auséncia de ions metalicos.

4.10 Especificidade da PGase ao substrato

A atividade foi avaliada sobre diferentes substratos em tampao acetato de sodio
100 mM (pH 5,0) a 50°C por 30 minutos, utilizando-se como substrato acido
poligalacturénico (Sigma P3888) 1%, pectina citrica (Sigma P9135) 1% e pectina de
maca (Sigma P93864) 1%.
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4.11 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A analise dos produtos obtidos pela hidrélise de 4cido poligalacturdnico, pectina
citrica e pectina de maca, por a¢do da PGase, foram feitos em cromatografia ascendente
em camada de silica (CCD). A PGase foi incubada com os substratos em tampao acetato
de sodio (pH 5,0), por um periodo de 24 h a 50°C. Em seguida, 5 pL foram aplicadas na
placa de CCD, tendo o acido galacturdnico (Sigma 48280) como padrdo, e o sistema de
solvente foi constituido de n-butanol: agua destilada: 4cido acético (5:3:2; v/v). A
revelacdo foi realizada através de borrifadas de uma solucdo contendo orcinol 0,2%
dissolvido em metanol: acido sulfurico (9:1) (v/v), seguido de incubagdo em estufa a

100°C até o aparecimento das bandas.

4.12 Clarificacio do suco de frutas pela PGase de A. japonicus

Os frutos utilizados para os ensaios de clarificacdo foram manga tommy, manga
keitt, nectarina, mangostim, laranja, mexerica e uva vitéria. Todas as frutas foram
adquiridas nos mercados e lavadas, descascadas e maceradas usando um liquidificador
para obter a polpa. A polpa foi incubada com o extrato bruto ou enzima purificada na
proporcao de (1:1) a 50°C por 4h. Apos esse periodo, as amostras foram fervidas por 5
min para inativagdo enzimatica e centrifugadas a 21.000g por 15 min. O sobrenadante
(suco) foi utilizado para determinar a clareza do suco, registrando a transmitancia a 650
nm, tomando 4agua destilada como branco. Para cada polpa de frutas, foi realizado um
controle utilizando polpa de frutas e agua destilada (1:1 v/v). A clarificagdo foi

calculada da seguinte forma:
% Clarificagdo =Tt —Tc x 100

Tc

(Tt = transmitancia do teste; Tc = transmitadncia do controle), conforme descrito por Rosmine et al.

(2017).

4.13 Reprodutibilidade dos resultados

Os resultados obtidos e mostrados representam as médias de 2 experimentos
independentes + o desvio padrio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sete linhagens de fungos foram utilizadas para selecionar o melhor produtor de
PGase. Aspergillus terreus, Cladosporium sp. e Trichoderma virens apresentaram uma
produgdo de 0,122, 0,132 ¢ 0,118 (U/mL), respectivamente, em farelo de trigo 1% como
fonte de carbono. Quanto ao Penicilium funicolasum niao houve qualquer producdo
enzimatica em farelo de trigo (Tabela 1).

Dentre as 13 fontes de carbono, 4. flavus obteve a maior produgdo (0,188 U/mL)
em glicose 1% como fonte de carbono. A. japonicus apresentou a maior producdo
enzimatica (0,389 U/mL) comparado com os outros fungos em estudo, sendo o farelo de
trigo a melhor fonte de carbono indutora de enzimas pectinoliticas, seguida por CMC
1% + farelo de trigo 1% (0,387 U/mL). Assim, esta linhagem foi usada nos processos de
caracterizacdo e purificagdo, com o objetivo de aplicar a enzima na clarificacdo de

Sucos.



Tabela 1. Producao pectinolitica em condi¢dao submersa.
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A. A. Cladosporium T. Aspergillus A. P.
terreus  japonicus sp. virens sp flavus  funicolasum
CMC 1% 0,1 0,076 0,038 0,037 0,031 0,024 0,023
Bagaco de 0,077 0,075 0,025 0,047 0,056 0,033 0,012
cana 1%
CMC 1% +
Bagaco de 0,242 0,074 0,1 0,037 0,046 0,016 0,024
cana 1%
CMC 0.5% + 0,084 0,042 0,045 0,097 0,029 0,013 0,029
Bagaco de
cana 0.5%
Avicel 1% 0,060 0,024 - 0,152 0,064 0,045 0,033
CMC 1%+ 0,273 0,107 0,097 0,040 0,038 0,031 0,044
Avicel 1%
CMC 0.5% + 0,198 0,019 0,084 0,034 0,037 0,021 0,092
Avicel 0.5%
Farelo de 0,122 0,389 0,132 0,118 0,088 0,048 -
trigo 1%
CMC 1% +
Farelo de 0,287 0,387 0,093 0,183 0,146 0,023 -
trigo 1%
CMC 0.5% +
Farelo de 0,119 0,348 0,074 0,128 0,095 0,017 -
trigo 0.5%
Glicose 1% 0,023 0,215 0,046 0,119 0,046 0,188 0,034
CMC 1% +
Glicose 1% 0,053 0,252 0,082 0,138 0,063 0,175 0,025
CMC 0.5% +
Glicose 0.5% 0,071 0,072 0,087 - 0,033 0,036 -

Os resultados estdo apresentados em U/mL; ( - ) atividade ndo detectada.

5.1 Caracterizacao bioquimica do extrato bruto de A. japonicus

Aspergillus possuem inumeras caracteristicas que os tornam ideais para

aplicacdes industriais, como boa capacidade de fermentagdo e elevados niveis de

producdo de enzimas capazes de degradar polissacarideos da parede celular vegetal, as

quais sdo de grande importidncia para a industria alimenticia (Mohnen, 2008). A.

Jjaponicus apresentou um pico de produg¢do enzimatica (4 U/mL), em 24h de

crescimento, decaindo em tempos maiores, sendo este um bom resultado para possiveis
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aplicagdes biotecnologicas (Figura 3). De Carvalho Silva et al. (2018), relatam

atividade de uma PGase de 2,72 U/mL para 4. japonicus, 3,94 U/mL para A. niger, 3,45

U/mL para A4. tamarii, 3,44 U/mL para A. niger e 3,87 U/mL para A. aculeatus.
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Figura 3. Curva de producdo enzimadtica a partir do fungo A. japonicus em farelo de

trigo 1% como fonte de carbono.

Nas figuras 4 e 5, estdo apresentados as curvas de temperatura ¢ pH onde pode-

se observar temperatura e pH otimos do extrato bruto. A temperatura 6tima foi 45°C,

decaindo 15,6% a 50°C (Figura 4). A enzima apresentou um aumento linear na

atividade em pH variando de 2,0 a 4,0, tendo pH 5,0 como 6timo, e decaindo para 40%

e 10% em pH 6,0 e 7,0, respectivamente (Figura 5).
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Figura 4. Influéncia da temperatura na atividade pectinolitica do extrato bruto de 4.
Japonicus. Atividade enzimadtica foi avaliada em intervalos de temperatura variando de

40 a 60°C, conforme descrito no item 4.7.
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Figura 5. Influéncia do pH na atividade pectinolitica do extrato bruto de A. japonicus.
Atividade enzimatica foi avaliada em intervalos de pH variando de 2,0 a 7,0, conforme

descrito no item 4.7
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Segundo Yadav et al. (2008), PGases produzidas por 4. sojae possuem pH 6timo
5,5, A. japonicus pH 6,0 e temperatura 6tima 55°C, 4. oryzae 40°C, A. niger pH 5,5 ¢
35°C, A. flavus pH 8,0 e 50°C e A. ficuum pH 5,0 e 50°C.

Pectinases acidas sdo usadas para clarificagdo do suco de frutas por removerem
substancias pécticas pela hidrolise dos polissacarideos da lamela média, e atuarem na
faixa de pH 3,0 - 6,0 e temperaturas variando de 35 a 60°C (Cheng et al., 2016; Wang et
al., 2017).

5.2 Purificacdo da PGase produzida por A. japonicus

A enzima foi purificada através de coluna cromatografica de troca ionica,

dietilaminoetil celulose (DEAE-Celulose), em uma tnica etapa.

Tabela 2. Purificacdo da PGase e de 4. japonicus.

Etapa de purificacio V(mL) Atividade total (U)  Proteina AE | %

total (mg)
Extrato bruto 100 172 62,6 2,7 1 100
DEAE — Celulose 50 178 7 254 9.4 103

AE: atividade especifica (U/mg); P: indice de purificagdo; %: rendimento

Resultados obtidos neste trabalho demonstram que A. japonicus teve melhor
purificagdo e rendimento quando comparado com outros fungos filamentosos. A PGase
apresentou rendimento de 103 e purificacdo de 9,4 vezes apds aplicagdo da amostra em
uma unica coluna de troca i6nica (Tabela 2).

Dados na literatura apresentam diversas maneiras de purificar pectinases.
Algumas das metodologias envolvem heterogéneas etapas de cromatografias de troca
ionica e filtragdo em gel. (Pedrolli & Carmona, 2010; Ma et al., 2016). Semenova et al.
(2003) isolaram cinco pectinases produzidas por A. japonicus, PGI, PGII, PEI, PEII e
PL, por cromatografias em coluna de troca i6nica e hidrofobica. A PGase produzida por
A. flavus foi purificada 8,24 vezes com recuperagdo de 0,9% da atividade inicial em trés
etapas: precipitacdo com acetona, troca idbnica CM-Celulose e filtracdo em gel Sephadex
G-100 (Anand et al., 2017). A PGase de 4. niger foi purificada 2,73 vezes em coluna de
filtracdo Sepharose CL-6B e DEAE-Sepharose (Ma et al., 2017). A PGase de A.
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fumigatus foi purificada 18,43 vezes com recuperacdo de 2,98% em dois passos:
precipitacdo com acetona e coluna de filtragdo Sephadex G-100 (Anand et al., 2016).
Tendo como base os resultados da purificagdo, os experimentos seguintes foram

conduzidos utilizando a enzima produzida pelo fungo A. japonicus.

5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Posteriormente, o perfil proteico da enzima foi determinado por eletroforese sob
condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 12%). Observamos uma unica banda (Figura 6)
com um peso molecular de aproximadamente 34 kDa. Na literatura as massas
moleculares de pectinases purificadas variam de 20 a 125 kDa (Jayani et al., 2005;
Amin et al., 2017). De acordo com Hamdy (2005), tal variacdo pode ser atribuida ao
fato de que as pectinases sdo glicoproteinas e, portanto, a variagdo na glicosilagao pode
levar a um aumento da massa molecular. A massa molecular notada est4 entre a faixa de
diferentes pectinases isoladas de fungos descritas na literatura; 30 kDa (Ahmed et al.,

2016), endo-PGase 38 kDa (Cheng et al., 2016), exo-PGase 66 kDa (Ma et al., 2016).

kDa

100
60

45

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE 12%) fixado e corado com kit coloragdo em prata (Sigma — Aldrich). A: peso
molecular (ColorBurst, Sigma—Aldrich) B: extrato bruto A. japonicus (93,9 ng). C:
PGase purificada (84 pg).
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5.4 Caracterizacio enzimatica da PGase purificada de A. japonicus

Em relagdo a temperatura, a enzima purificada apresentou atividade 6tima a
55°C, com queda brusca a 65°C (Figura 7). Temperaturas semelhantes foram relatadas
para Aspergillus ficuum (Yadav et al., 2008), Fusarium graminearum (Ortega et al.,
2014), A. awamori (Dey & Banerjee, 2014), A. niger (Anand et al., 2017) e Penicillium
notatum (Amin et al., 2017). Geralmente, as pectinases isoladas de diferentes fontes
fingicas possuem sua temperatura 6tima na faixa de 40-60°C (Jayani et al., 2005; Garg

et al., 2016)
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Figura 7. Influéncia da temperatura na atividade pectinolitica da enzima purificada de
A. japonicus. Atividade enzimatica foi avaliada em intervalos de temperatura variando

de 40 a 65°C, conforme descrito nos itens 4.7.

Quanto ao efeito do pH em relagdo a atividade pectinolitica da enzima de A4.
Japonicus, observamos que o pH 6timo obtido antes e ap6s a purificagdo foi 5,0 (Figura

8).
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Figura 8. Influéncia do pH na atividade pectinolitica da enzima purificada de A.
Japonicus. Atividade enzimatica foi avaliada em intervalos de pH variando de 2,0 a 8,0,

conforme descrito nos itens 4.7.

Observa-se em outros estudos envolvendo a caracterizacdo de pectinases
acidas de fungos do género Aspergillus resultados condizentes com os encontrados
neste trabalho, com pH 6,0 em A4. sojae (Demir & Tari, 2014) e pH 4,5 em A. niger
(Ibrahim et al., 2014) e A. heteromorphus (Mandhania et al., 2010).

O pH ideal das pectinases ¢ uma caracteristica importante para determinar seu
uso nas industrias. Segundo Awasthi (2011) a viscosidade de solug¢des coloidais da
pectina diminui na faixa do pH 4cido, entdo, pectinases acidas tém sido usadas para
extragdo e clarificacdo de sucos de frutas (Yadav et al., 2008; Kant et al., 2013; Cheng
et al., 2016; Wang et al., 2017; Amin et al., 2017; Ramadan, 2019), enquanto pectinases
alcalinas encontram aplicacdo na fermentacdo de folhas de café¢ e chd, tratamento de
aguas residuais e bio-coloracdo de algodao (Hoondal et al., 2002; Garg et al., 2016;
Rebello et al., 2017).
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5.5 Efeito do pH e temperatura na estabilidade da enzima

A enzima purificada foi submetida a ensaios de termoestabilidade (Figura 9) nos
quais foi dosada a atividade de PGase apos o periodo de incubagdo a 45, 50 e 55°C.
Apds 10 minutos de incubagdo a 45°C a atividade enzimatica foi reduzida a 47%,
mantendo-se estavel durante os 30 minutos, entretanto, apos 2h a atividade foi de 25%.
A 50°C foi observado meia-vida nos primeiros 10 minutos, decaindo em tempos
maiores de incubacdo. A 55°C, teve queda para 17% em 10 minutos e aos 60 minutos
de incubagdo a atividade pectinolitica foi reduzida a 8% mantendo-se estavel por um
periodo de 1h.

Segundo Semenova et al. (2003) a pectinase de 4. japonicus apresentou meia-
vida de 5 minutos a 50°C, ja no caso de A. niger (Naidu & Panda, 2003), na mesma
temperatura, a meia-vida foi de 20 minutos. Dirix et al. (2005) relataram perda de quase
40% da atividade enzimadtica de A. aculeatus apds incubacao a 50°C em 15 minutos e

perda de mais de 95% apds incubagdo a 55°C em 15 minutos.
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Figura 9. Efeito da termoestabilidade na atividade da PGase de A. japonicus. A enzima
foi incubada nas temperaturas de 45, 50 e 55 °C e aliquotas foram retiradas nos tempos
indicados para a dosagem de atividade enzimatica conforme o item 4.3. (m) 45 °C; (o)

50 °C; (A) 55 °C.
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A estabilidade ao pH foi avaliada durante um periodo de até 2h, na faixa de pHs
variando de 4,0 a 6,0. Em pH 6,0 a enzima se manteve totalmente estavel durante o
periodo de 2 horas de incubagdo. A enzima purificada também apresentou uma
significativa estabilidade em pH 5,0, mantendo 100% da atividade inicial até os 60
minutos, decaindo 50% em periodos superiores. J& em pH 4,0 a enzima apresentou
estabilidade durante os 60 minutos, reduzindo sua meia vida apds este periodo (Figura

10).
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Figura 10. Efeito da variacdo do pH na estabilidade da PGase de 4. japonicus. O teste
de estabilidade foi conduzido durante um periodo de até 2h. Atividade enzimaética foi

avaliada conforme item 4.3. (m) pH 4,0; () pH 5,0; (A) pH 6,0.

Enzimas pectinoliticas fingicas normalmente apresentam maior estabilidade em
meio &cido. A endo-PGase de 4. awamori teve o mesmo pH 6timo (pH 5,0) apresentado
neste trabalho, ndo sendo estaveis abaixo de pH 4,0 ou acima de pH 6,0 (Nagai et al.,
2000). Ja a endo-PGase de Penillicium sp. mostrou-se acidofilica e estavel, mesmo em

uma faixa de pH estreita (4,0 - 5,0) (Yuan et al., 2011).
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5.6 Efeito de ions e EDTA na atividade da enzima purificada

O efeito de diferentes ions ¢ EDTA sobre a atividade da PGase, sob condi¢des
6timas de pH e temperatura, sdo mostrados na Tabela 3.

Grande parte dos ions, em concentragdo de 1 mM, demonstrou pequena
influéncia na atividade da enzima. Nenhum expressou aumento de atividade comparado
ao controle. A atividade enzimatica foi levemente inibida por CaCl, (30%) e FeCl;
(35%). Sassi et al. (2016) relataram que a inibicdo causada por esses dois ions ¢
resultado da interagdo dos mesmos com a enzima ou substrato péctico causando a
gelificagdo ou precipitacdo do substrato. J4& CuSOs e HgCl, reduziram atividade
enzimatica para 31 e 26%, respectivamente.

Aproximadamente 40% das enzimas contém metais como parte da sua estrutura
(Guengerich, 2016). A interacdo desses metais com o sitio ativo das enzimas pode
aumentar ou diminuir a atividade catalitica. Na concentracao de 5 mM, de CuSQy, FeCls
e HgCl,, a enzima foi fortemente inibida. Inibicdo também foi observada na PGase

produzida por Penicillium occitanis (Sassi et al., 2016; Tounsi et al., 2016).

Tabela 3. Efeito de ions e EDTA na atividade da PGase de 4. japonicus.

Atividade Relativa (%)

I mM 5 mM
Controle 100+ 0,18 100+ 0,18
KCl 72 £0,08 45+0,02
EDTA 80+ 0,02 63 £0,02
CuSO, 31+ 0 -
CaCl, 70 £0,01 18 £0,02
FeCls 65+0,1 -
ZnCl, 68 £0,24 4,5+0,01
MgSO4 89+ 0,22 52 +0,03
CoCl, 80+ 0,05 32+0,05
AICl; 83 +0,03 6,8+0
HgCl, 26 +£ 0,03 -
NH,CI 93 +0,05 45+ 0,04

Controle: sem adigdo de ions.
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Quanto ao EDTA, observou-se uma inibicao de 20% na concentragdo de 1mM e 55%
em 5mM. Pedrolli & Carmona (2010) também constataram reducdo com EDTA na
atividade de uma exo-PGase produzida por A. giganteus de 22,8 ¢ 78,5% em 2 e 10mM,
respectivamente. O EDTA também reduziu em 39% a atividade de uma exo-PGase de

A. niger na concentracdo de ImM (Anand et al., 2017).

5.7 Especificidade da PGase purificada ao substrato

Entre os diferentes substratos utilizados para o ensaio enzimatico, a pectina de
maca (8,81 U/mL) foi considerada o substrato preferido em relacdo aos outros dois
substratos. As atividades foram de 4,87 e 5,57 U/mL, respectivamente, para pectina
citrica e acido poligalacturonico (Tabela 4). Os resultados sugerem que a enzima
apresenta maior especificidade por pectinas com alto grau de esterificagdo, no caso,
pectina de maga.

A. niger também apresentou preferéncia (22,42 U/mL) a pectina com grau >
85% de esterificacdo em relacdo a pectina (13,30 U/mL) 50-75% de esterificagdao (He et
al., 2018).

Tabela 4. Especificidade do substrato da PGase de 4. japonicus.

(U/mL)
Acido poligalacturénico 4,84 + 1,08
Pectina citrica 5,57 £ 2,66
Pectina de maca 8,81 £0,25

5.8 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para determinar o modo de acdo da PGase purificada, foi realizada a analise dos
produtos de hidrélise usando PGase em CCD. Apds a incubagdo da enzima purificada
com diferentes pectinas ou acido poligalacturonico como substrato por 24 horas,
observou-se a presenca de oligossacarideos com 0 mesmo comprimento como produto
final (Figura 11), sugerindo que a enzima atue nas extremidades das cadeias do

polissacarideo, tratando-se de uma exo-PGase. A PGase de A. niger também liberou
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apenas acido monogalacturdnico como produto final quando 4cido poligalacturénico foi
usado como substrato de reagcdo, demonstrando tratar de uma exo-PGase (Anand et al.,

2017).

Figura 11. Andlise dos produtos de hidrélise usando PGase em CCD. Padrdo: acido
galacturdnico (A); acido poligalacturénico (B); pectina citrica (C) e pectina de maca
(D). Apos a incubagdo nos tempos 0 e 24 horas, 50 pL da mistura foram retirados e
adicionados a 10 pL. TCA 100%. As amostras foram fervidas, centrifugadas e aplicadas

em CCD. O solvente de corrida e a revelacdo estdo descritos no item 4.11.
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5.9 Clarificacio do suco de frutas pela PGase de A. japonicus

Polimeros de carboidratos, como pectina, amido e componentes hemiceluldsicos
presentes em sucos de frutas, os tornam turvos e viscosos. Esses sucos turvos sao menos
atraentes para os consumidores e também dificultam a pasteurizacdo e a concentragao.
A degradagdo progressiva da lamela média entre as células pode ser feita por enzimas
hidroliticas, enfraquecendo a parede e resultando na liberacdo de materiais ligados a
célula, incluindo agua, facilitando a recuperagdo do suco. Quando os sucos de frutas sdo
tratados com pectinases, sdo liberadas unidades redutoras de carboidratos, permitindo
melhor processamento da polpa e melhorando o rendimento das substancias contidas na
fruta. As PGases acidas de fungos com estabilidade na faixa de pH 4&cido sdo candidatas
adequadas especialmente para clarificacdo de sucos de frutas, uma vez que a maioria
desses sucos também sdo acidos (Anand et al., 2017; Patidar et al., 2017). Para testar a
capacidade de 4. japonicus, o extrato bruto e a enzima purificada foram aplicados para
clarificacdo de suco de manga tommy, manga keitt, nectarina, mangostim, laranja,
mexerica e uva vitoria.

O suco tratado com a enzima purificada (2 U/mL) apresentou um aumento de
95,7%, 85,7% e 35,5% na clarificagdo da manga tommy, manga keitt e laranja,
respectivamente (Tabela 5). Em relagdo ao extrato bruto, ocorreu um aumento de
clarificagdo da polpa de 30,8% de mexerica, 85,8% manga tommy e 73,2% manga keitt.
Quanto a nectarina e mangostim, justifica-se o percentual de clarificacdo baixo devido a
clareza que o suco cru ja contém. A aplicacdo de 9,87 U/mL da PGase de 4. awamori na
clarificagdo do suco de maga resultou em um aumento na producdo de suco de 17,7%

em comparagdo com o suco cru (Dey & Banerjee, 2014).

Tabela 5. Clarificagdo do suco de frutas pela PGase de A4. japonicus.

Frutas em natura Clarificagao do suco de frutas pH do suco de fruta
(%)
PGase Extrato bruto
A. japonicus
Manga Tommy 95.7 85.8 4,0-4,5
Manga Keitt 85.7 73.2 4,5-5,0
Nectarina 5.59 5.59 4,0-4,5
Mangostim 4.10 2.70 3,0-3,5
Laranja 35.5 27.9 5,0-5,5
Mexerica 21.3 30.8 4,0-4,5

Uva Vitoria 31.4 24 4,0-4,5
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Uma endo-poligalacturonase 4acida de Penicillium oxalicum aumentou a
transmitancia de luz da polpa de mamao em 29,5% (Cheng et al. 2016). Também foi
relatado uma pectinase de A. aculeatus para a clarificagdo do suco de mag¢a (97,22%) e
umbu (45,52%) (de Oliveira et al., 2018).

Pan et al. (2015) encontraram resultados proximos aos deste estudo, ao utilizar
poligalacturonases de Neosartorya fischeri, para clarificagdo dos sucos de morango e
magd, aproximadamente 90% para ambos. O aumento de clarificagdo no presente
trabalho também mostrou-se concordante aos valores encontrados por Piemolini-
Barreto, Antonio & Echeverrigaray (2015), os quais estudaram o processo de

clarificagdo no suco de uva e obtiveram 63,20%.
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6. CONCLUSAO

Dos 7 fungos testados, A. japonicus mostrou a melhor producao de PGase em meio

liquido, tendo como fonte de carbono farelo de trigo 1%.

A. japonicus apresentou um pico de producdo enzimatica em apenas 24h, pH 6timo

5,0 e temperatura 6tima 45°C.

O processo de purificacdo foi obtido através de um tnico passo de cromatografia,
alcangando alto rendimento e reduzindo assim o custo e o tempo para obtencdao da

enzima pura. Foi observado uma Unica banda com peso molecular de aproximadamente

34 kDa.

O estudo da PGase purificada mostrou caracteristicas interessantes, tais como
atividade 6tima em 55°C em meio acido (pH 5,0), maior preferéncia pela pectina de
mag¢d quanto ao substrato e juntamente com os resultados de hidrolise, vimos que a

pectinase de A. japonicus ¢ uma exo-PGase.

Foi observado um aumento na clarificagdo da manga tommy, manga keitt e laranja,
respectivamente. Os resultados obtidos no presente estudo fornecem uma boa indicagao
de que a aplicacdo da PGase para clarificagdo ¢ uma proposta promissora para a

industria de suco de frutas.
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Nelclele Cavalierl de Alencar Guimardes
Patricla Oliveira da Silva

Rafael Pontes

Reglane Nogueira Spalanzani

Simone Carvalho Peixoto-Nogueira
Thais Gongalves de Matos

Yvelise Marla Posslede
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Divulgacdo de resultados em melos clentificos ou de comunicacdo
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