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RESUMO

O desenvolvimento de alternativas inovadoras e sustentaveis para agregar valor aos residuos de
biomassa lignocelul6sica provenientes de fontes agricolas e alimentares é necessario no mundo
todo. A biomassa lignoceluldsica é uma fonte de recursos renovaveis por ser uma matéria organica
constituida de uma complexa matriz de polissacarideos, incluindo celulose, hemicelulose e pectina.
As pectinases sao um grupo complexo de enzimas que degradam substancias pécticas e sdo muito
utilizadas pelas industrias. Estas sdo usadas principalmente na inddstria alimenticia, como nas
industrias de sucos de frutas, onde seu uso aumenta o rendimento e a qualidade do produto final.
Neste contexto, o objetivo geral foi estudar a producdo de pectinases pelos fungos Aspergillus
japonicus e Thermoascus aurantiacus usando substratos de baixo custo e analisar as suas aplicacdes
na clarificacdo de sucos de frutas. A melhor producéo de pectinase por T. aurantiacus foi em SSC
com farinha de mandioca de Rondonopolis/MT com 26,7 U/g de substrato seco (ou 2,67 U/mL). E
para A. japonicus foi observado que a maior producao de pectinase foi com casca de maracuja em
SSC (30 U/g de substrato seco ou 3 U/mL). Para T. aurantiacus, 96 h de crescimento foi o melhor
tempo, enquanto para A. japonicus foi 48 h. Na avaliacdo dos efeitos do pH e temperatura para
atividade das enzimas, T. aurantiacus teve pH 4,0 e 70 °C como parametros 6timos, e A. japonicus
pH 4,0 e 60 °C. Na avaliacdo da estabilidade, a pectinase de A. japonicus (extrato bruto) ficou
totalmente estavel durante 4 h em todos os pHSs testados. Sobre termoestabilidade, a pectinase de A.
japonicus se manteve estavel durante 6 h a 25 °C, e ap0s as 24 h de teste ainda manteve 74% da
atividade inicial. A 50 °C a enzima manteve 71% de atividade durante 6 h. A pectinase (extrato
bruto) de A. japonicus foi avaliada na clarificacao de 13 polpas e foi superior a pectinase comercial
(Pectinex) em todas as frutas avaliadas. A melhor clarificacdo obtida usando 3 U/mL da pectinase
(extrato bruto) de A. japonicus foi em manga (Haden) com 85,56%, enquanto a Pectinex clarificou
apenas 50,89%. Com a maca (Argentina), a pectinase de A. japonicus foi 5 vezes mais eficiente na
clarificacdo do que a Pectinex, com 66,32% e 12,67% de clarificacdo, respectivamente. A pectinase
de T. aurantiacus foi purificada em duas etapas cromatograficas (DEAE-fractogel e sephacryl S-
200), com atividade especifica de 75,7 U/mg proteina, resultando em um fator de purificacdo de 10
vezes com 21% de rendimento. E a pectinase de A. japonicus também foi semi-purificada em duas
etapas cromatogréficas (DEAE-fractogel e fenil-sepharose), resultando em uma purificagéo de 2,9
vezes com 81% de rendimento e uma atividade especifica de 7,9 U/mg de proteina, exibindo um
peso molecular de cerca de 40 kDa (nomeada como PGA]j). Na espectrometria de massas (LC-
MS/MS) de PGAj uma poligalacturonase de 29,99 kDa foi a mais abundante. O pH e a temperatura
6timos para a atividade da PGAj foram pH 4,0 e 55 °C, respectivamente. Além disso, a enzima
PGA] reteve acima de 90% da sua atividade inicial por 4 h em pH 4,0, 5,0 e 6,0. A enzima manteve
83% de atividade residual apds 20 min a 50 °C. No teste de especificidade, A PGA] teve a pectina
citrica como substrato preferido, seguida de pectina de macé e acido poligalacturdnico. Para 0s
testes de clarificacdo de sucos pela PGA]j também foram usadas 13 polpas, onde o melhor resultado
obtido foi com as polpas de manga (Palmer e Tommy), com 65% e 41%, enquanto a Pectinex
clarificou apenas 49% e 21%, respectivamente. Em seguida a goiaba branca, a banana nanica e a
maca gala, tiveram 40%, 11% e 9,4% de clarificacdo, respectivamente. O melhor resultado obtido
na imobilizacdo foi com alginato de sodio 2%, usando 0,1 M de CaCl,. Nos testes de reuso a PGAj
imobilizada manteve 100% de atividade apos 6 ciclos de reacdo usando pectina 1% como substrato.
Conclui-se que a pectinase (extrato bruto) e a semi-purificada de A. japonicus mostraram potencial
para aplicacdo em industrias de bebidas, para contribuir com uma producéo eficiente e econémica
de sucos de frutas mais claros.

Palavras-chave: pectinase, poligalacturonase, Aspergillus japonicus, Thermoascus aurantiacus, clarificacdo de
Sucos.
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ABSTRACT

The development of innovative and sustainable alternatives to add value to agricultural and food waste
(lignocellulosic biomass) is needed worldwide. Lignocellulosic biomass is a source of renewable
resources because it is an organic matter made up of a complex matrix of polysaccharides, including
cellulose, hemicellulose and pectin. Pectinases are a complex group of enzymes that degrade pectic
substances widely used by industries, mainly in the food industry. In this context, the general objective
of this study was the production of pectinases by two fungi (Aspergillus japonicus and Thermoascus
aurantiacus) using low-cost substrates (agribusiness residues/products), as well as the purification and
biochemical characterization of the enzymes, followed by immaobilization and application of pectinase
from A. japonicus in the clarification of fruit juices. In this context, the general objective was to study
the production of pectinases by the fungi Aspergillus japonicus and Thermoascus aurantiacus using
low-cost substrates and to analyze their applications in the clarification of fruit juices. The best pectinase
production by T. aurantiacus was in SSC with cassava flour from Rondonopolis/MT with 26.7 U/g of
dry substrate (or 2.67 U/mL). And for A. japonicus it was observed that the highest production of
pectinase was with passion fruit peel in SSC (30 U/g of dry substrate or 3 U/mL).

For T. aurantiacus, 96 hours of growth was the best time, while for A. japonicus it was 48 hours. In
evaluating the effects of pH and temperature on enzyme activity, T. aurantiacus had pH 4.0 and 70 °C
as optimal parameters, and A. japonicus pH 4.0 and 60 °C. In the stability evaluation, pectinase from A.
japonicus (crude extract) was completely stable for 4 hours at all tested pHs. About thermostability,
pectinase from A. japonicus remained stable for 6 hours at 25 °C, and after 24 hours of testing it still
maintained 74% of the initial activity. At 50 °C the enzyme maintained 71% activity for 6 hours. The
pectinase (crude extract) of A. japonicus was evaluated in the clarification of 13 pulps and was superior
to the commercial pectinase (Pectinex) in all evaluated fruits. The best clarification obtained using 3
U/mL of crude pectinase from A. japonicus was in mango (Haden) with 85.56%, while Pectinex clarified
only 50.89%. With apple (Argentina), pectinase from A. japonicus was 5 times more efficient in
clarification than Pectinex, with 66.32% and 12.67% clarification, respectively. T. aurantiacus pectinase
was purified in two chromatographic steps (DEAE-fractogel and Sephacryl S-200), with specific activity
of 75.7 U/mg protein, resulting in a 10-fold purification with 21% enzyme recovery. And pectinase from
A. japonicus was also semi-purified in two chromatographic steps (DEAE-fractogel and fenil-
sepharose), resulting in a 2.9-fold purification with 81% enzyme recovery and a specific activity of 7.9
U/mg protein, exhibiting a molecular weight of about 40 kDa (hamed as PGA)j). In mass spectrometry
(LC-MS/MS) of PGA|j a polygalacturonase of 29.99 kDa was the most abundant. The optimum pH and
temperature for PGA]j activity were pH 4.0 and 55 °C, respectively. Furthermore, the PGAj enzyme
retained over 90% of its initial activity for 4 hours at pH 4.0, 5.0 and 6.0. The enzyme maintained 83%
of residual activity after 20 min at 50 °C. In the specificity test, PGAj had citrus pectin as the preferred
substrate, followed by apple pectin and polygalacturonic acid. For the juice clarification tests by PGA|j,
13 pulps were also used, where the best result was obtained with mango pulps (Palmer and Tommy),
with 65% and 41%, while Pectinex clarified only 49% and 21%, respectively. Then the white guava, the
banana “nanica” and the gala apple, had 40%, 11% and 9.4% of clarification, respectively. The best
result of immobilization obtained was with 2% sodium alginate, using 0.1 M CaCl,. In reuse tests,
immobilized PGA]j maintained 100% activity after 6 reaction cycles using 1% pectin as substrate. It is
concluded that crude and semi-purified pectinase from A. japonicus showed potential for application in
beverage industries, to contribute to an efficient and economical production of clearer fruit juices.

Keywords: pectinase, polygalacturonase, Aspergillus japonicus, Thermoascus aurantiacus,
clarification of juices.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1A. Esboco das estruturas da parede celular vegetal.............cccooevveiiiiiece e 22
Figura 1B. Estrutura da parede celular primaria e lamela média.............ccccovevvieriiiiiicnecnene, 22
Figura 2. Representacdo esquematica das estruturas de pectings...........ccccoevevereneienenerieenne. 23
Figura 3. Divisdo de fungdes das enzimas pectinolitiCas............ccourereiineneinieneeeneseeeees 26
Figura 4. Mecanismo sequencial de acdo das enzimas pectinoliticas...........c.cccovvvveriveresnenne. 27

Figura 5. Publicacdes de pesquisas na producédo de pectinases de diferentes fontes nas ultimas

duas decadas (1995-2020).......ccueierrereieeieieierieste e sesre e ettt eesre e ereanes 28
Figura 6. ASPergillus JAPONICUS..........coviiiiiieiesie sttt 37
Figura 7. ThermoasCus @UFANTIACUS. ........cc.eceeieerieieeieeieeseesteeeesieesteeeesreestessaesseesreeeesseenneens 38

Figura 8. Efeito do tempo de crescimento para producdo de pectinase (extrato bruto) por A.

JAPOMICUS. .ottt bbb b ekt b bbbt e bttt bbbt bt e et et b b e ne s 56
Figura 9. Efeito do pH na atividade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus...................... 57
Figura 10. Efeito da temperatura na atividade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus......58
Figura 11. Efeito do pH na estabilidade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus............... 59

Figura 12. Efeito da temperatura na estabilidade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus.60
Figura 13. Clarificacdo do suco de manga (Palmer) pela pectinase (extrato bruto) de A.
JAPONICUS. .otttk bbbkt b ke b et e bbbt bt bt st e n e bt nn e ne s 62
Figura 14. Diferentes tempos de tratamento para clarificacdo do suco de manga (Haden) usando
a pectinase (extrato bruto) de A. JAPONICUS.........ccvviieieeiieie e sie et re e sre e sraesneas 64
Figura 15. Diferentes concentracGes da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacéo
de SuCO de MANGA (HAABN).....ccuiiiiiiiee ettt bbbttt 65

Figura 16. Perfil cromatogréafico da atividade pectinolitica de A. japonicus em coluna DEAE-

o (o1 (00 1= SRS P SPRRS 66
Figura 17. Perfil eletroforético da pectinase semi-purificada (PGA]).....cccccvrvrireirercienenenne 67
Figura 18. Efeito do pH na atividade da PGA]........ccccveiiiiiiiie e 70
Figura 19. Efeito da temperatura na atividade da PGA].......ccccoviiiieiiieiie e 70
Figura 20. Efeito do pH na estabilidade daPGA|.......ccccoouieiiiiiiciie e 71
Figura 21. Efeito da temperatura na estabilidade da PGA]........cccceviiiiiiiiiinenene s 72
Figura 22. Clarificagdo do suco de manga (Palmer) usando PGA|.........cccoerenencnencnnnninenns 75

Figura 23. Diferentes tempos de tratamento para clarificacdo do suco de manga (Palmer)
U= Va0 (oI W o N PP PRPR 76
Figura 24. Diferentes concentracOes da PGAj na clarificacdo de suco de manga (Palmer).......77



Figura 25. Efeito de diferentes concentragdes de cloreto de célcio na imobilizacdo da PGA)...78
Figura 26. Efeito de diferentes concentragdes de alginato de sddio na imobilizacdo da PGA)..79
Figura 27. Reuso da PGA] iMODIIZAGA............ceoieiiiieieeie e 80
Figura 28. Efeito do tempo de crescimento para producéo de pectinase por T. aurantiacus.....83
Figura 29. Efeito do pH na atividade da pectinase de T. aurantiaCus.............cccceoerererererennn. 84
Figura 30. Efeito da temperatura na atividade da pectinase de T. aurantiacus..............cc.ccoue.... 85
Figura 31. Perfil cromatogréafico da pectinase de T. aurantiacus em coluna DEAE-fractogel..86

Figura 32. Perfil cromatogréafico da pectinase de T. aurantiacus em coluna Sephacryl S-200..86



10

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Enzimas pectinoliticas que degradam as substancias pecticas.............cccccervververvennnn. 24
Tabela 2. Comparacdo de SC e SSC do ponto de vista do processo “up”, “mid” e
Be (014 111 (< 1 4 O RTRRRR 30
Tabela 3. Producdo de pectinase (extrato bruto) por A. japonicus usando diferentes fontes de
(07T oo} 1 [0 TSP PSUPRUTPPRTRPROS 53

Tabela 4. Aplicacdo da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacdo de sucos de

Tabela 5. Purificagdo da pectinase extracelular de A. JAPONICUS..........cccvrvrieieiieneicienesienieas 66

Tabela 6. Identificacdo de diferentes pectinases da amostra semi-purificada de A. japonicus

(LC-IMIS/IVIS) ..ottt ettt ettt ettt b e bt s e et et e e b et et neate et e nn e 68
Tabela 7. Especificidade a0 SUDSrato daPGA].........ccooiiiiieiiiiseee e 73
Tabela 8. Clarificagdo de sucos de frutas com a PGA] e pectinase comercial Pectinex............. 74
Tabela 9. Producéo de pectinase por T. aurantiacus usando diferentes fontes de carbono........ 81

Tabela 10. Purificacdo da pectinase de T. aurantiaCus............cccvevveieereeresieeseesie e se e 87



11

LISTA DE APENDICES

A — ARTIGO referente ao capitulo 1 aceito para publicacio na revista “Waste and

Biomass Valorization”:

“Production and biochemical characterization of Aspergillus japonicus pectinase using a low-

cost alternative carbon source for application in the clarification of fruit juices”

B — ARTIGO referente ao capitulo 2 publicado:

“Polygalacturonase from Aspergillus japonicus (PGAj): Enzyme production using low-cost
carbon source, biochemical properties and application in clarification of fruit juices”
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 39 (2022) 102233.
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102233
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818121003297?via%3Dihub.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818121003297?via%3Dihub

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AE: atividade especifica

ANOVA: analise de variancia unidirecional
AR: atividade relativa

BCE: bagaco de cana explodido

BDA: batata-dextrose-agar

BL: bagaco de laranja em pd

CEL.: casca extrusada de laranja

CL.: casca de laranja em p6

CM: casca de maracuja em po

cov: cobertura da sequéncia de aminoacidos das proteinas identificadas
CS: cultivo submerso

DEAE: dietilaminoetil

DNS: &cido 3,5-dinitrosalicilico

DP: desvio padrao

EC: “Enzyme Comission”

EMG6US erva-mate de tereré media fina usada
EM7US: erva-mate de tereré grossa usada
EMFC: erva-mate fina de chimarrédo

EMFCUS: erva-mate fina de chimarréo usada
EMTG: erva-mate de tereré grossa

EMTMF: erva-mate de tereré média fina

FFD: farinha de mandioca de Furnas do Dionisio/MS
FGC: farinha de mandioca grossa Cuiabana/MT
FGCSA: farinha de mandioca grossa Cruzeiro do Sul/Acre
FGP: farinha de mandioca grossa do Para

FM: farinha de milho

FR: farinha de mandioca de Rondon6polis/MT
FS: farinha de soja

FT: farelo de trigo

G: glicose

GalA: acido D-galacturdnico

HG: homogalacturonana ou galacturonana

12



IBAQ: composigdo molar

OFAT: um fator por vez

P: fator de purificacéo

PAGE: Poliacrylamide Gel Eletrophoresis

pep: numero de hits de peptideos Unicos

PG: poligalacturonase

PGL.: Pectato liase ou poligalacturonato liase
PMi: palha de milho

PMGL.: Pectina liase ou polimetilgalacturonato liase
PPase-A: protopectinase tipo A

PPase-B: protopectinase tipo B

Prot ID: identificacdo da proteina

PTN: proteina

RG: ramnogalacturonana

RGI: ramnogalacturonana tipo |

RGII: ramnogalacturonanas Il ou galacturonas
RPPN: Reserva Particular do Patriménio Natural
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate — Poliacrylamide Gel Eletrophoresis
SR: segundo Rizzatti

SSC: cultivo em estado sélido

Tris.HCI: Tris.Hydrochloride

Tc: transmiténcia do controle

Tt: transmitancia do teste

U/mL.: unidades por mililitro

UT: unidades totais
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1. INTRODUCAO

Os fungos filamentosos sdo excelentes decompositores de material organico e, em
funcdo de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento, adaptam-se a uma variedade de
substratos. Pesquisas sobre a producdo de enzimas por fungos meséfilos e termdfilos,
juntamente com o aumento da diversidade de substratos alternativos, que hoje séo produzidos
como toneladas de residuos pelas industrias, tém crescido significativamente nos ultimos anos
(Garzon et al., 2021; Kaur et al., 2020; Rocha et al., 2020; Vaz et al., 2020; Zehra et al., 2020).
Pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam substancias pécticas e sao uma
das enzimas mais comercializadas, sobretudo para a industria alimenticia.

Frutas ricas em pectina (um heteropolimero encontrado na biomassa vegetal) geram
sucos com alta viscosidade e turbidez, uma vez que durante o processo de separagao, 0S mesmos
arrastam residuos de pectina e outros polissacarideos de parede celular, principalmente o amido.
Dependendo do modo de agéo, as pectinases séo classificadas em poligalacturonases, pectina
esterases, pectina liases e pectato liases. A adicdo de pectinases e outras enzimas
despolimerizantes é amplamente utilizada na inddstria de processamento de frutas e vegetais,
pois hidrolisam esses compostos promovendo a redugdo da viscosidade dos sucos e assim,
aumentam o tempo de vida do produto, e facilitam os processos de extracdo, maceracéo,
liquefacdo e de clarificagéo.

As pectinases microbianas sao responsaveis por 25% do valor global de enzimas
alimenticias comercializadas. A maioria das preparacfes comerciais de pectinases sdo
produzidas por fungos, sendo a espécie Aspergillus niger a principal produtora. Entretanto, para
que as pectinases possam ser aplicadas na inddstria é necessario que as mesmas sejam estaveis,
atuando em valores extremos de temperatura e pH. Estudos de metodologias e estratégias que
fornecam as enzimas a capacidade de catalisar reacGes em condi¢des ndo usuais sao de grande
interesse para o desenvolvimento dos processos industriais (Cavalieri de Alencar Guimarées et
al., 2022).

A imobilizacdo em suportes solidos € uma estratégia que pode melhorar a estabilidade
de biocatalisadores, através do enrijecimento molecular causado pela ligagdo da enzima ao
suporte e pela criacdo de um microambiente protegido. Estudos sobre estratégias de purificagdo
que utilizam processos unicos, simples, de baixo custo podendo produzir altos fatores de
purificacdo e de recuperacdo de enzimas, sdo de grande interesse para a industria biotecnoldgica
(Muller et al., 2022; John et al., 2020; Vaz et al., 2020).
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Somados a isso, para a producdo de enzimas é muito importante a utilizacdo de fontes
indutoras alternativas e de baixo custo, principalmente aquelas consideradas residuos
agroindustriais de biomassas vegetais, como casca de maracuja, bagaco de cana e erva-mate.
Assim, este trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar pectinases usando substratos
de baixo custo como indutores de producdo enzimatica e testar sua aplicagdo na clarificacdo de
sucos de frutas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomassa lignocelulésica

A expansdo da producdo agricola esta cada vez mais acelerada devido ao aumento da
necessidade por alimentos ocasionado pelo crescimento populacional. Consequentemente, este
crescimento resulta na geracdo de maiores quantidades de residuos agricolas. Mas, a
fiscalizacdo dos 6rgéos publicos ambientais e a sociedade cobram das agroindustrias a¢fes que
busquem cada vez mais o uso de novas tecnologias ambientais para destinacdo dos residuos da
producdo, o que pode reduzir drasticamente os impactos causados ao meio ambiente. Além
disso, isto pode agregar valor comercial e aumentar a rentabilidade dos empreendimentos
(Tessmann et al., 2021). Portanto, o desenvolvimento de alternativas inovadoras e sustentaveis
para agregar valor aos residuos agricolas e alimentares (biomassa lignocelul6sica) é necessario
no mundo todo (Muller et al., 2022).

A biomassa lignoceluldsica é uma fonte de recursos renovaveis por ser uma matéria
organica de origem vegetal, constituida de uma complexa matriz de polissacarideos, incluindo
celulose, hemicelulose, pectina e pequenas quantidades de extrativos vegetais, sais minerais e
proteinas. A composicdo da parede celular vegetal lignocelul6sica varia dependendo da espécie
da planta, idade, tempo de colheita, condicdo e/ou estagio de crescimento (Infante, 2019).

A principal fungdo da parede celular vegetal é evitar que a membrana plasmatica das
células se rompa, garantindo a célula elasticidade e resisténcia a tensdes fisicas e quimicas, ou
seja, suporte mecanico e defesa contra patdgenos e insetos. Além disso, a parede celular
controla o transporte de substancias entre células vizinhas, evitando por exemplo lise osmotica
por entrada excessiva de agua. Ela é dividida morfologicamente em trés regides distintas
(Figura 1A): parede secundaria (S1, S2 e S3), composta por celulose, hemicelulose e lignina;

parede primaria, que € composta por microfibrilas de celulose (~30%), hemicelulose (~30%),
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pectina (~30%) e proteinas estruturais (~10%); e lamela média, que € rica em pectina (Figura
1B) (Raven et al., 2001; Infante, 2019).

Parede celular

Lamelamédia [

Parede
celular

Membrana
plasmatica

Figura 1A). Esboco das estruturas da parede celular vegetal, sendo S1, S2 e S3 as 3 camadas da parede
secundaria (Fonte: Raven et al., 2001). B) Representacdo dos componentes da parede celular vegetal. Fonte:
Evangelista, 2017.

2.2. Pectina

A pectina é encontrada na parede celular vegetal juntamente com polimeros de celulose
e hemicelulose, conferindo aos tecidos vegetais, estrutura, firmeza e resisténcia a compresséo.
Devido a presenca de grupos polares, possui carater hidrofilico, portanto tem caracteristica de
reter moléculas de agua, e esta relacionada ao transporte de ions, além do crescimento, tamanho
e forma das células vegetais. Além disso, produz uma substancia viscosa, contribuindo para a
adesdo entre as células vegetais. As pectinas sdo consideradas polissacarideos complexos e
heterogéneos e constituem de 4-30% das cascas de frutas citricas, as quais sao extraidas para
serem utilizadas como estabilizantes na indUstria de alimentos (Infante, 2019).

Sua cadeia principal é formada por centenas de residuos de acido D-galacturbnico
(GalA) unidos por ligagdo a-1,4, e apresenta cadeias laterais formadas principalmente por
acucares como ramnose, galactose, arabinose e xilose (Figura 2) (Polizeli et al., 2013). A
porcéo linear da cadeia principal, conhecida como homogalacturonana (HG) ou galacturonana,
contém homopolimeros lineares de residuos de &cido D-galacturdnico, cujos grupos acidos
estdo parcialmente/totalmente esterificados com grupos metila, resultando em uma maior
resisténcia a hidrolise da ligacdo glicosidica (Pinheiro et al., 2017).

A porcdo ramificada é conhecida como ramnogalacturonana (RG), sendo classificada
em tipo | e tipo Il. As ram galactomananas | (RGI) consistem em uma cadeia principal de
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unidades alternadas de acido a-1,4-D-galacturénico e a-1,2-ramnose. A incorporagdo da
ramnose em intervalos aleatdrios dentro da cadeia principal resulta na tor¢do em outra cadeia
linear, a qual se ligam cadeias laterais de arabinoses e galactoses (Infante, 2019).

As ramnogalacturonanas Il (RGII) ou galacturonas consistem em uma cadeia principal
com aproximadamente nove ligacGes de &cido galacturénicos com quatro cadeias laterais
complexas, consistindo em 12 monossacarideos diferentes e 20 ligacdes distintas. Apesar do
nome, nao tem ramnoses na cadeira principal da RGII, somente HG com cadeias laterais

complexas ligadas a residuos de GalA (Polizeli et al., 2013).

Ramnogalacturonana I
& : oo Ramnogalacturonana IT

&2 .
o g *
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Figura 2. Representacdo esquematica das estruturas de pectinas (Polizeli et al., 2013)

Tratando-se de um polissacarideo tdo complexo, a pectina na verdade é uma mistura de
substancias que sdo chamadas de substancias pécticas. Com base no tipo de modificacdes da
cadeia principal, as substancias pécticas sdo classificadas em protopectina, cido péctico, acido
pectinico e pectina (Pinheiro et al., 2017).

As protopectinas sdo as substancias pécticas encontradas em tecidos de plantas intactas,
como frutos verdes. S&o altamente insollveis e compostas por unidades de acidos
galacturénicos ligados ao calcio por ligacGes ibnicas. Na fase de pleno desenvolvimento das
frutas, a protopectina ¢ abundante e age como uma “cola”, conectando as paredes celulares de
diferentes células vegetais. E no processo de amadurecimento ela é transformada em pectina
(Infante, 2019).

Os acidos pécticos sdo galacturonanas sollveis em agua contendo pequena quantidade
de grupos esterificados (metoxila). Os &cidos pectinicos apresentam de 0 a 75% de grupos

esterificados (tornando-se mais insoltvel), e possuem a propriedade de formar gel na presenca
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de grandes quantidades de agUcares (>65 %) e baixo pH, sendo utilizados em prepara¢des como
geléias e doces de frutas, por exemplo. E a pectina apresenta um minimo de 75 % de grupos
esterificados (Infante, 2019; Pinheiro et al., 2017).

2.3. Pectinases — classificagdo e mecanismos de acao

As pectinases sdo um grupo complexo de enzimas que degradam as substancias pécticas
e sdo classificadas em 3 categorias principais baseado no seu mecanismo de acdo (Tabela 1):
protopectinases, desesterificantes (esterases) e despolimerizantes (hidrolases e liases).

As protopectinases sdo principalmente de dois tipos: protopectinase tipo A (PPase-A),
que reage com o sitio interno, isto é, a regido do acido poligalacturénico da protopectina e,
protopectinase tipo B (PPase-B) que reage com o sitio externo, ou seja, com as cadeias de
polissacarideos que podem estar conectadas as cadeias de acido poligalacturénico, constituintes
das paredes celulares. Estas ndo s&o muito abundantes, e possuem pouco interesse industrial na

degradacéo da pectina (Uenojo & Pastore, 2007).

Tabela 1. Enzimas pectinoliticas que degradam as substancias pécticas

TIPOS DE PECTINASES EC SUBSTRATO MODO DE ACAO

Protopectinases tipo A 3.2.1.99 Protopectina Degradam as protopectinas insoluveis do sitio
interno, regido do GalA, em pectina soluvel

altamente polimerizada.

Protopectinases tipo B 3.2.1.99 Protopectina Degradam as protopectinas insoluveis do sitio
externo, quebrando as ligagBes de GalA com
outros polissacarideos presentes na parede, em

pectina solGvel altamente polimerizada.

Desesterificantes (Esterases)

Pectina metil esterases 3.1.111 Pectina Catalisa a desesterificagdo dos grupos metoxila da
pectina, produzindo Aacido péctico (pectato) e
metanol.

Pectina + H.0->Pectato + CH3OH.

Atua preferencialmente em um grupo de éster de
metila da unidade galacturonana ao lado de um

acido galacturdnico néo esterificado.
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Pectina acetil esterases

3.1.16

Pectina

Catalisam a desesterificagdo dos grupos acetila da
pectina, tanto na por¢do HG quanto na RG,
produzindo grupos acetila (de HG acetilada),
oligogalacturonatos e RG em diferentes medidas.

Despolimerizantes (Hidrolases e Liases)

(A) HIDROLASES

(A-1) 3.2.1.15 Pectina Catalisam a hidrdlise por clivagem de ligagGes

Endo-polimetilgalacturonase glicosidicas  entre  unidades de  acido
poligalacturdnico metoxilados na cadeia principal
da pectina de forma aleatoria.

(A-2) 3.2.1.67 Pectina Catalisam a hidrdlise por clivagem de ligacoes

Exo-polimetilgalacturonase glicosidicas sucessivas entre unidades de &cido
poligalacturdnico metoxilados a partir da
extremidade ndo-redutora.

(A-3) 3.2.1.15 Acido péctico Catalisam a hidrolise aleatéria das ligagdes

Endo-poligalacturonase glicosidicas  entre  unidades de  é&cido
poligalacturdnico nédo esterificados, produzindo
varios oligdmeros de acido galacturénico.

(A-4) 3.2.1.67 Acido péctico Catalisam a hidrdlise das ligagdes sucessivas do

Exo-poligalacturonase (tipo I) acido poligalacturdnico a partir da extremidade
ndo-redutora, liberando monémeros.

(A-4.1) 3.2.1.82 Acido péctico Catalisam a hidrolise das ligagdes sucessivas do

Exo-poligalacturonase (tipo I1) acido poligalacturdnico a partir da extremidade
nao-redutora, liberando dimeros.

(B) LIASES

(B-1) Pectato liase 4222 Acido péctico Rompe as ligagbes glicosidicas internas entre

(ou poligalacturonato liase, residuos de acido péctico por trans-eliminagéo.

PGL) — endo Requer Ca?* para atividade.

(B-2) Pectato liase 4229 Acido péctico Rompe as ligacbes glicosidicas internas entre

(ou poligalacturonato liase, residuos de acido galacturbnico por trans-

PGL) - exo eliminacdo, a partir de terminais ndo redutores.

(B-3) Pectina liase 4.2.2.10 Pectina Rompe as ligagBes glicosidicas mais ou menos

(ou polimetilgalacturonato liase,
PMGL)

esterificadas por trans-eliminagdo do hidrogénio
que resulta na ligacdo insaturada entre C4 e C5.

Também sdo subdivididas em endo e exo-PMGL.
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EC — Estas enzimas foram classificadas e nomeadas de acordo com a “Enzyme Comission” (EC), segundo as
recomendagdes da IUPAC-IUB. (Fonte: Poletto, 2015; Infante, 2019; Suhaimi et al., 2021). Ilustrag&o:
Guimarées, N. C. A.

O papel das pectinases envolvidas na degradacdo das substancias pécticas pode ser

observado através da figura abaixo (Figura 3).

Enzimas
Pectinoliticas

Esterases Depolimerases
EC 3.1.1.11
1
. I |
u Liberagao de Liases Hidrolases
| Metanol EC4.2.2.10 EC 3.2.1.15

Quebra da ligagao

B-Eliminagao glicosidica a~(1,4)

Figura 3. Divisao de fun¢des das enzimas pectinoliticas (Fonte: Stock, 2013).

Algumas das enzimas pectinoliticas dependem da a¢do das demais pectinases para atuar
devido as esterificacGes. Na Figura 4 esté representado o mecanismo de acdo sequencial das
pectinases. Primeiro a protopectinase torna a protopectina sollvel, transformando-se em
pectina. Em seguida a pectina metil esterase remove 0s grupos metoxila da cadeia principal de
homogalacturonana altamente metoxilada (representada pela letra ‘a”), reduzindo seu grau de
esterificacdo. Isso possibilita que as poligalacturonases (PG) hidrolisem a cadeia de forma
aleatoria (endo-PG) ou a partir de seus terminais ndo redutores (exo-PG), pois essas enzimas
atuam somente em substrato de baixo grau de metoxilagdo (representado pela letra ‘b’). A
pectina liase rompe as ligagdes glicosidicas entre os residuos de acido galacturénico por trans-
eliminacdo, sem sofrer interferéncia pela presenca do grupo éster, o qual é responsavel por
aromas especificos dos sucos de frutas e pela liberacdo de metanol (Yadav et al., 2009). A
pectina liase € a Unica pectinase capaz de atuar sem a agdo das demais pectinases,

independentemente do grau de esterificacdo da cadeia de pectina (Poletto, 2015).
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Pectina metil esterase

e Remove os grupos metoxila
e 2 i i liberando metanol e pectina
Pectina liase Residuo de acido : Lt

galacturbnico ndo de baixo grau de esterificagdo
esterificado )

r Homogalacturonana altamente metoxilada

Quebra as ligagGes
entre residuos de
acidos galacturdnicos

esterificados COOCH, COOCH, COOH co ocu, COOH

WWWWWW

Exo-poligalacturonase

CHy ou HO

on Quebra as ligagdes entre Polimetilgalacturonases catalisam a hidrélise por
Residuo de dcido moléculas de écido galacturénico clivagem de ligagdes glicosidicas entre unidades
galacturénico ndo esterificados nos terminais de acido poligalacturénico metoxilados na cadeia

ndo redutores da cadeia principal da pectina
Terminal ndo COOH COOH
redutor da cadeia
de acido HO
poligalacturdnico OH \ OM OH OH
\— \ \ / \
ON OH A OH OM OH

Baixo grau de metoxilag§0 Endo-poligalacturonase e pectato liase
Quebram as ligagdes de residuos de dcido

galacturénico ndo esterificados

Figura 4. Mecanismo sequencial de acdo das enzimas pectinoliticas (Fonte: Adaptada de Poletto, 2015).

2.4. Organismos produtores de enzimas pectinoliticas

Enzimas pectinoliticas podem ser produzidas por diferentes fontes como plantas,
nematoides, insetos e microrganismos. Na Figura 5 estdo algumas das diferentes fontes que
vem sendo usadas para a producédo de pectinases durante as ultimas duas décadas na literatura.
Considerando o total de publicacdes, bactérias e plantas representam cerca de 27% e 24%,
respectivamente, atuando como as principais fontes para a producéo de pectinase. No entanto,
a partir de 2010, os estudos com fungos cresceram e atingiram 23% das publicagdes. Pesquisas
sobre pectinases de actinomicetos e nematdides mostrando seu uso e papel na producéo de

enzimas corresponderam a apenas cerca de 5% das publicagdes (John et al., 2020).
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Figura 5. PublicagGes de pesquisas na producdo de pectinases de diferentes fontes nas Gltimas duas décadas (1995-
2020) (John et al., 2020).

Embora existam diferentes fontes de producdo de pectinases, as fontes mais
proeminentes, que oferecem as melhores taxas de produtividade, sdo de origem microbiana.
Além disso, as pectinases microbianas mostram uma ampla especificidade de substrato,
versatilidade e capacidade de atuar sobre uma variedade de substancias pécticas, tornando-as
biocatalisadores potenciais em varios processos industriais (John et al., 2020).

Além disso, os microrganismos sao fontes ideais e atrativas para a producéo de enzimas
industriais devido a sua grande diversidade e disponibilidade, rapido crescimento, tempo curto
de cultivo e possibilidade de manipulacéo genética. Cerca de 50% das pectinases sao produzidas
a partir de fungos (Garzon et al., 2021; Kaur et al., 2020; Rocha et al., 2020; Vaz et al., 2020;
Zehraet al., 2020) e leveduras (Ezeh et al., 2023; Bezus et al., 2022; Haile & Kang, 2019), 35%
de bactérias (Flores-Fernandez et al., 2022; Shrestha et al., 2021; Tasgin et al., 2020; Murugan
et al., 2020) e os 15% restantes sdo de origem vegetal ou animal (John et al., 2020).

2.4.1. Pectinases microbianas

As pectinases produzidas pelas bactérias sdo geralmente de natureza alcalina, e tém
desempenhado um papel importante nas preparacdes de enzimas comerciais, com amplas
aplicacdes, principalmente no processamento téxtil, bio-limpeza de fibras de algoddo,

degomagem e maceracdo de culturas de fibras, e pré-tratamento de &guas residuais pécticas.



29

Entre a grande diversidade de géneros bacterianos disponiveis para producgéo de enzimas, as do
género Bacillus s&o as mais reportadas (Kavuthodi & Sebastian, 2018).

Diversos pesquisadores trabalhando com bactérias pectinoliticas sdo reportados na
literatura: Flores-Fernandez et al. (2022), por exemplo, clonaram e expressaram as pectinases
de Thermotoga maritima, Bacillus licheniformis, Bacillus licheniformis (BLI09) e
Streptomyces ambofaciens (SAM10) em Escherichia coli BL21, purificaram e caracterizaram
completamente as enzimas obtidas com o objetivo de usa-las para bioconversao de pectina em
acido D-galacturénico; nos estudos de Shrestha et al. (2021) foi feita uma selecdo e
identificacdo molecular de novas bactérias pectinoliticas de solo de floresta; no trabalho de
Murugan e colaboradores (2020) foram selecionadas bactérias produtoras de pectinases e
realizado o estudo da melhor produtora, que foi uma espécie de Bacillus (FWS 11-4); outro
estudo, com Acinetobacter calcoaceticus, reportou a imobilizacdo de uma pectina liase
purificada e sua utilidade na industria de alimentos (Tasgin et al., 2020); uma pectinase alcalina
foi produzida por Bacillus tequilensis (Zhang et al., 2019); Bacillus licheniformis UNP-1
produziu uma pectinase termo-pH estavel (Pathak & Jadhav, 2019); Torimiro et al. (2018)
reportaram a producdo de pectinases por Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Klebsiella aerogenes a partir de frutos em deterioracdo sob cultivo submerso; Oluoch
etal. (2018) relataram o isolamento de muitos bacilos alcalifilicos de fontes termais, e verificou-
se que suas enzimas eram estaveis em condicdes alcalinas extremas, tornando-se candidatas
potenciais para aplicacdes em industrias téxteis.

No entanto, a maior parcela de pectinases comerciais € produzida a partir de fungos,
pois eles sdo um dos maiores grupos de eucariotos que sdo decompositores naturais de matéria
organica. Devido as suas caracteristicas de reproducao e crescimento, podem se adaptar a uma
ampla gama de substratos, como a maioria dos materiais vegetais (de Lucas et al., 2020). Os
residuos agricolas, como por exemplo, as cascas derivadas das frutas, podem ser utilizados
pelos microrganismos como substratos durante os processos de cultivo para a producéo de
enzimas, que sdo utilizadas em diversos setores da industria (Ezeh et al., 2023; Flores-
Ferndndez et al., 2022; Garzon et al., 2021; Zehra et al., 2020; Silva et al., 2019a,b; Marzo et
al., 2018; Ahmed et al., 2015; John et al., 2020).

Os secretomas de fungos sdo compostos por conjuntos de proteinas altamente
dindmicos, incluindo varias enzimas ativas em carboidratos, capazes de hidrolisar os
polissacarideos da biomassa vegetal em produtos de interesse biotecnolégico, como aglcares
fermentaveis (Cologna et al., 2018). Como resultado, os produtos de interesse podem ser

produzidos com baixo custo, alto rendimento e baixa geracdo de residuos, o que € denominado
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biotecnologia amigavel ao ambiente (de Lucas et al., 2020; Cologna et al., 2018; Chambergo &
Valencia, 2016).

Dentre os principais fungos, os fungos filamentosos e os fungos termofilos sao as fontes
preferidas pelas industrias, por apresentarem excelente capacidade de secrecdo extracelular de
proteinas (diferente das enzimas de bactérias, que sdo intracelulares), com amplo espectro de
acdo, alta especificidade de substrato, alta estabilidade, seguranga e sustentabilidade, além de
uma maior velocidade de reacdo quando comparada aos processos industriais usuais que sao
caros e prejudiciais ao meio ambiente (Cologna et al., 2018; Chambergo & Valencia, 2016).

Dentre as vérias espécies de fungos relatadas na literatura como produtoras de
pectinases (Suhaimi et al., 2021), as do género Aspergillus sp. sdo as mais citadas, pois
produzem compostos bioativos importantes economicamente, como as enzimas. Alguns
exemplos sdo: Aspergillus aculeatinus (Garzon et al., 2021); A. niger (Ahmed et al., 2015;
Mahmoodi et al., 2019; Kaur et al., 2020); A. terreus (Vaz et al., 2020); A. fumigatus MS16
(Zehra et al., 2020); Aspergillus sp. (Sudeep et al., 2020); A. aculeatus URM4953 (Silva et al.,
2019a); A. awamori (Marzo et al., 2018); A. japonicus (Ferreira et al., 2018; Li et al., 2015a; Li
et al., 2015b); A. giganteus (Ortiz et al., 2016); A. niveus (Maller et al., 2012); entre outros.

2.5. Estratégias para producao de pectinases

2.5.1. Cultivo em meio de baixo custo e tipo de meio de cultivo

Os métodos tradicionais para producdo de enzimas sdo: cultivo submerso (SC - do inglés

“submerged cultivation™) e cultivo em estado s6lido (SSC - do inglés “solid state cultivation™).

Na Tabela 2 abaixo observa-se algumas das vantagens e desvantagens de cada um dos métodos.

2 ¢

Tabela 2. Comparagao de SC e SSC do ponto de vista do processo “up”, “mid” e “downstream”

Caracteristicas SSC SC

Microrganismo Mais adequado para fungos Mais adequado para isolados bacterianos
Proporcéo de indculo Grande Baixa

Meio Meio de baixo custo Meio caro

Condicao Estéatica Agitada
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Distribuic¢do de nutrientes N&o uniforme Uniforme

Resisténcia entre particulas Existe N&o existe

Controle de parametros Dificil Facil

Suprimento de oxigénio Por difuséo Por aeracéo

Utilizacdo de agua Limitada llimitada

Volume de reatores Menor Maior

Processamento “downstream” | Mais facil Requer muitos passos
Aumentar a escala Dificil Mais facil

Contaminacéo Menor chance Mais propenso a contaminantes
Investimento de capital Menor Maior

Fonte: John et al., 2020.

Durante o cultivo, diferentes parametros como meio de crescimento, condi¢des de
cultivo, substrato, pH, temperatura, aeracdo, umidade, sais, fonte de nitrogénio, volume do
indculo, idade do indculo, tipo de cepa e indutores sdo considerados para aumentar a producéo
de pectinase usando microrganismos (Amin et al., 2019).

A maioria das industrias de fabricacdo de enzimas usa SC para producdo, porque esse
processo pode ser facilmente manipulado e a producéo pode ser complementada quando houver
necessidade (Oumer & Abate, 2018). Durante a SC, ha uma mistura uniforme de nutrientes,
melhor transferéncia de calor e massa, e uma melhor difusdo dos microrganismos. Portanto,
para a producao comercial de pectinase, a SC é geralmente usada. No entanto, devido a algumas
desvantagens, a SC vem sendo substituida pela SSC. As culturas SC funcionam como sistemas
homogéneos que requerem grandes gastos de energia para fornecer rapidas e altas demandas de
oxigénio (John et al., 2020), possuem alto custo de ingredientes, baixo rendimento, necessidade
de agente anti espuma e alta producédo de efluentes, por isso sdo desvantajosas (Patidar et al.,
2018).

O processo SSC tem a vantagem de ser estatico, sem gastos de energia mecanica que
permite a utilizacdo de agro residuos de baixo custo como substrato para o crescimento do
microrganismo. Além disso, os produtos de cultivos em estado solido possuem melhor
qualidade e caracteristicas melhoradas em comparagdo com os produtos obtidos em SC. Outras

vantagens sdo: possuem processamento “downstream” direto, necessitam menos de entrada de
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energia, € uma pratica verde e sustentavel, com hiperproducdo de metabdlitos microbianos
(Amin et al., 2019).

Para descobrir um substrato econdmico e adequado para a producdo de pectinases,
diferentes residuos agricolas/agroindustriais e substratos alternativos de baixo custo vem sendo
estudados usando SSC, como cascas e bagacos de frutas, farelo de trigo, sabugo de milho, palha
de arroz, bagaco de laranja, bagaco de cana, etc. Pouca agua é adicionada ao substrato sélido
em SSC para que 0s microrganismos, principalmente fungos, crescam como em seu habitat
natural e produzam o maximo de pectinase. Os microrganismos obtém nutrientes suficientes do
substrato adicionado e ndo hé necessidade de nutrientes extras na SSC (John et al., 2020). Além
disso, as enzimas produzidas em SSC possuem resisténcia adequada contra a repressao
catabolica, representando uma tecnologia adequada para a producdo de enzimas comerciais,
fato que pode ser notado pelo aumento dos estudos na literatura nas Gltimas décadas (Mahmoodi
etal., 2019).

Algumas das pectinases produzidas por microrganismos usando residuos como
substrato em SC e SSC reportadas na literatura sdo: Yarrowia phangngaensis usando casca de
banana em SC (Ezeh et al., 2023); Calonectria pteridis usando farelo de trigo e eucalipto em
SC (Azar et al., 2020); A. niger usando farelo de trigo em SC (Kaur et al., 2020); A. aculeatus
URM4953 com casca de maracuja (Silva et al., 2019a); A. japonicus em bagaco de cana de
acucar (Ferreira et al., 2018); A. niger com residuo de casca de laranja (Ahmed et al., 2015);
co-cultivo de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus com bagaco de macé (Kuvvet et al., 2019); A.
fumigatus MS16 usando cascas de banana em SSC (Zehra et al., 2020); A. niger com bagaco
de laranja e bagaco de cana-de-acucar (Mahmoodi et al., 2019); A. awamori com casca de
laranja (Marzo et al., 2018); A. giganteus em uma mistura de farelo de trigo, casca de laranja e
limdo (Ortiz et al., 2016); A. japonicus com pé de casca de laranja e farelo de trigo em SC e
SSC (Lietal., 2015b); A. niveus com farelo de trigo e casca de maca (Maller et al., 2012) e com
casca de limdo (Maller et al., 2011); A. awamori com bagaco de uva (Diaz et al., 2011); e a
pectinase do A. japonicus do presente estudo que foi produzida com casca de maracuja em SSC
(Cavalieri de Alencar Guimaraes et al., 2022).

Um estudo que mostrou a grande diferenga entre a producao de pectinases em SC e SSC
por A. niveus foi realizado por Maller et al. (2011), onde a producdo de poligalacturonase
usando palha de arroz como substrato foi 9,1 vezes maior em meio solido do que em meio
liquido, seguida por casca de liméo e farelo de trigo (4,4 vezes), espiga de milho (3,9 vezes),
casca de maracujé (3,1 vezes), bagaco de cana (2,9 vezes), casca de laranja (1,5 vezes) e casca

de macé (1,3 vezes).
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2.5.2. Determinacdo dos parametros bioquimicos para aplicacao das pectinases

Além da padronizacdo do melhor meio de cultivo para producdo, as caracteristicas
bioquimicas das pectinases, como temperatura de atuacdo e as faixas de pH, as estabilidades
quando submetidas a altas temperaturas, ou armazenadas em baixas temperaturas, ou
temperatura ambiente, sdo de suma importancia para determinar suas possiveis aplicacoes. 1sso
porque as condicdes de processamento na industria, como o emprego de elevadas temperaturas,
e diferentes pHs durante as diferentes etapas da producdo, podem tornar as enzimas instaveis e
totalmente inativas durante o processo. Sendo assim, o estudo da otimizagdo e/ou maximizagéo
da producdo e atividade de pectinases microbianas a partir de microrganismos é de grande valia
(Zeni, 2011).

A maioria das pectinases termoestaveis é produzida por bactérias, por exemplo a
pectinase de Paenibacillus xylanolyticus que apresenta temperatura 6tima de 60-70 °C
(Giacobbe et al., 2014) e Bacillus sp. MG-cp-2 com temperatura 6tima de 60 °C (Kapoor et al.,
2001). Entretanto, alguns trabalhos de pectinases flngicas termotolerantes também tém sido
reportados, como em um estudo de producdo de pectinase por A. fumigatus MS16 onde foi
observado que a atividade da pectinase produzida exibiu atividade 6tima a 60 °C (Zehra et al.,
2020), assim como as poligalacturonases de R. pusillus (Trindade et al., 2016) e uma
poligalacturonase produzida por T. aurantiacus (Martins et al., 2012).

Apesar dos extratos brutos serem Uteis para alguns setores industriais devido a presenca
de varias enzimas juntas, para uma melhor caracterizacdo, é interessante ter a enzima pura.
Assume-se que o0 extrato bruto extracelular contém somente proteinas, mas, varias outras
biomoléculas estdo presentes, como, por exemplo, DNA, RNA, carboidratos, lipideos, além de
varios outros metabdlitos. Pequenas moléculas em geral sdo removidas por dialise ou
cromatografia baseada em tamanho (exemplo, cromatografia de exclusdo por tamanho, também
conhecido como filtracdo em gel) e, portanto, sdo faceis de separar. Contudo, uma atencao
especial deve ser dada a separagdo de macromoléculas, como os acidos nucléicos e
polissacarideos devido as caracteristicas Unicas de cada molécula que demandam estratégias
diferenciadas para separa-las (John et al., 2020).

A purificacdo de enzimas é realizada por meio de etapas sequenciais para obtencdo de
enzimas puras que podem ser utilizadas para diversas aplica¢des industriais. Tal purificacéo e
caracterizagdo bioquimica ajudam a compreender completamente suas propriedades e
caracteristicas. A selecdo da estratégia de purificacdo € baseada na aplicagdo da enzima. As

enzimas de alta qualidade, em baixa quantidade (amostra pura), sdo usadas em aplicacfes
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diagndsticas e terapéuticas, enquanto alta quantidade em baixa qualidade (amostra bruta) sdo
necessarias para outras aplica¢fes industriais. Durante esses processos de purificacdo, muitas
outras enzimas ou compostos produzidos pelo mesmo organismo podem interferir no processo
de separacéo e, portanto, a selecdo cuidadosa da estratégia de purificacdo deve ser seguida para
obter enzimas de maior pureza e rendimento (John et al., 2020).

Outro método usado para melhorar suas propriedades e aplicacdo, é através da
imobilizacdo enzimatica, uma vez que se tem a recuperacdo das pectinases com uso continuo
da enzima em processos industriais (de Oliveira et al., 2018). Esse processo consiste no
confinamento da molécula em certa regido definida de uma matriz, mantendo a maior parte de
sua atividade catalitica inicial preservada (Hakimzadeh & Sadeghi, 2017). Além disso, a
imobilizacdo pode fornecer muitas vantagens tais como o armazenamento a longo prazo,
contaminacdo minimizada do produto, facil separacédo de produtos (recuperacdo), melhora da
estabilidade enzimatica, menor inibicéo, e reutilizacdo das enzimas, tornando 0s processos mais
produtivos, menos dispendiosos e competitivos em relagcdo aos métodos quimicos tradicionais
(Muller et al., 2022; John et al., 2020; Vaz et al., 2020).

Enzimas e células inteiras sdo imobilizadas usando varios métodos, como:
aprisionamento ou encapsulamento em membrana polimérica, adsor¢do fisica em materiais
hidrofébicos e resinas de troca idnica, ligagdo covalente em matriz insolGvel e reticulacdo, e
séo reportadas por diversos estudos na literatura (Ozyilmaz & Gunay, 2022; Ejaz et al., 2020;
Hosseini et al., 2021; Sanchez et al., 2015).

Um dos métodos mais baratos € a imobilizacdo em alginato de célcio, e para isso utiliza-
se 0 alginato de sodio, que tem sido relatado como um suporte eficaz para a imobilizacdo de
enzimas devido & biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e resisténcia a
contaminacdo microbiana em comparacdo com outros suportes (de Oliveira et al., 2018).
Diversos estudos tém sido empregados na imobilizacdo de enzimas usando alginato. De
Oliveira et al. (2018) imobilizaram pectinase de Aspergillus aculeatus para aplicacdo no
clareamento de sucos de maca e umbu; Bibi et al. (2015) imobilizaram uma endo-xilanase de
Geobacillus stearothermophilus; Nawaz et al. (2015) imobilizaram uma maltase de Bacillus
licheniformis; a imobilizacdo de células inteiras de Aspergillus niger em diferentes sistemas de
alginato para a producdo de poligalacturonase foi estudada por Nighojkar et al. (2006) e
verificou-se que a producéo de pectinase foi maior com 3% de alginato e 1,5% de casca de

laranja como indutor.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359511305005015#!
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2.6. Aplicagéo industrial das pectinases

As pectinases sdo economicamente muito importantes, pois possuem inumeras
aplicacdes na industria téxtil, farmacéutica, de racdo animal, detergente e papel, onde sdo mais
utilizadas pectinases alcalinas produzidas por bactérias (Kuvvet et al., 2019). Na industria de
alimentos, as pectinases possuem varias aplicacdes tais como na fabricacdo de purés de frutas,
mantendo a textura de pedacos de frutas para posterior adicdo em outros produtos, inibindo a
formacdo de espuma nas fermentacfes de ché e café, auxiliando na extracdo de 6leo vegetal
como 0leos de canola, semente de girassol, palma e azeitona onde substituem o uso do hexano,
potencial agente carcinogénico, e no tratamento de &guas residuarias contendo material
pectinico, entre outras (Aboagye et al., 2017; Ortiz et al., 2016; Mahesh et al., 2016; Resende
et al., 2004). E nas industrias de sucos auxiliam na reducgdo da viscosidade da polpa de fruta
melhorando, por sua vez, a extracéo, a filtracdo e a clarificacdo de sucos.

2.6.1. Aplicacdo das pectinases nas industrias de sucos de frutas

A aplicacdo de pectinases nas industrias de sucos de frutas reduz o custo, aumentando
o rendimento dos produtos, e € mais competitiva do que os outros diferentes processos
estabelecidos. Além disso, 0 uso de enzimas representa um método alternativo simples e mais
sustentavel para diversificar a producdo, principalmente em suco de frutas tropicais (que
possuem mais pectina e sdo polpudos), aumentando a participacdo das mesmas no mercado
(Tapre & Jain, 2014).

A abundancia de polissacarideos como pectina e amido na fruta gera sucos de frutas
turvos e viscosos. No entanto, o suplemento de pectinases quebra a pectina e induz a
precipitacdo de agregados e proteinas, que podem ser removidos por filtracdo ou centrifugacao,
aumentando o rendimento do suco (Ezeh et al., 2023). Além disso, as pectinases diminuem a
capacidade de retengdo de dgua da pectina e reduzem a viscosidade e a turbidez (Tapre & Jain,
2014; Nighojkar et al., 2019; Shrestha et al., 2021), além de reduzir o tempo de filtracdo em até
50% (Dal Magro et al., 2019). Assim, as industrias de sucos de frutas usam pectinases e outras
enzimas que degradam a parede celular, como celulases e proteases, para amolecer as frutas,
facilitar a extracdo, aumentar o rendimento, estabilizar e clarificar o suco (Patidar et al., 2018;
Nighojkar et al., 2019).

Durante o processamento de frutas, véarias etapas sdo realizadas em temperaturas

elevadas, e para a hidrolise enzimética, torna-se necessario o resfriamento do material, gerando
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gastos (energia e agua), devido a baixa estabilidade térmica das preparacGes de pectinases
comerciais. Assim, a utilizacdo de pectinases termoestaveis poderia diminuir o tempo e o custo
do processo (Gomes et al., 2007).

Outro fator importante é o pH, pois a maioria das frutas tem pHs acidos. Neste contexto,
os fungos e as leveduras se tornam interessantes pois produzem principalmente pectinases
acidicas, e por isso suas enzimas sdo muito usadas nas industrias de sucos de frutas e producao
de vinho (Kohli & Gupta, 2015).

Vaérios estudos da acdo de pectinases produzidas por microrganismos em sucos de frutas
sdo reportados na literatura, avaliando viscosidade, turbidez, rendimento e clarificacdo dos
sucos com diferentes metodologias. O trabalho de Ezeh et al. (2023) reportou a clarificagdo de
suco de maca onde a pectinase de Yarrowia phangngaensis gerou percentuais de reducédo de
turbidez e claridade de 39,33% e 59,84%, respectivamente; os estudos de Gani et al. (2021)
mostraram uma variacdo entre 38,80% e 91,10% de clarificagdo em suco de pera, cujas
condicBes Gtimas de processamento para extracdo assistida por pectinase foram concentracéo
de 1,90% da enzima, temperatura de 30 °C e tempo de incubacao de 120 min; estudos de Sandri
& Silveira (2018) reportaram um tratamento enzimatico de suco de morango com a pectinase
de A. niger que reduziu 60% dos niveis de turbidez e 40% na viscosidade das amostras tratadas;
a pectinase imobilizada de A. aculeatus usada na clarificagdo do suco de maga mostrou uma
diminuicdo da absorbancia de 97,22% e de umbu 45,52% (de Oliveira et al., 2018); nos estudos
de Sethi et al. (2016), o uso da pectinase produzida por Aspergillus terreus na clarificacdo de
suco de maca resultou em 80% de clarificacdo ap6s incubacdo por cerca de 30 min; estudos de
Rocha e colaboradores (2020) obtiveram 36% de clarificacdo do suco de caja usando extrato
bruto de A. niger IOC 4003 incubado com pectinase.

As poligalacturonases sdo as pectinases mais reportadas na literatura em diversos tipos
de estudos, segue alguns exemplos das que foram reportadas para aplicacdo em sucos de frutas:
estudos de Anand et al. (2017) com uma poligalacturonase acida produzida por Aspergillus
niger, onde o resultado obtido foi um aumento de 27% na transmitancia observada no suco de
laranja clarificado; a clarificagdo de suco de macd com a poligalacturonase purificada de
Calonectria pteridis, que gerou um aumento no volume e na quantidade de agucares redutores
liberados de 10,65% e 40,93%, respectivamente (Azar et al., 2020); e uma endo-
poligalacturonase acida de Penicillium oxalicum que aumentou em 29,5% a transmitancia da

polpa de mamao (Cheng et al., 2016).
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2.7. Fungos utilizados no estudo: Aspergillus japonicus e Thermoascus aurantiacus

2.7.1. Aspergillus japonicus

Esta espécie foi sequenciada como parte do projeto de sequenciamento de todo o género
Aspergillus - um projeto dedicado a realizar o sequenciamento de todo o genoma de todos 0s
membros do género Aspergillus. O Aspergilli € um género ubiquo e rico em espécies, contendo
atualmente mais de 300 fungos filamentosos. O género abrange uma ampla gama de fendtipos
e tem uma pegada econdmica substancial, pois inclui fermentadores de alimentos, fabricas de
células-chave para a producdo de enzimas e &cidos organicos, patégenos de plantas, organismos
modelo para biologia celular, patdégenos humanos oportunistas, produtores de animais e
micotoxinas humanas e degradadores de uma ampla gama de biomassa organica relevante para
a conversdo de bioenergia (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Aspjapl/Aspjapl.home.html).

Aspergillus japonicus var. aculeatus (Figura 6) € um fungo pertencente a familia
Trichocomaceae (Nadumane et al., 2016). O fungo Aspergillus japonicus Saito, € membro do
género Aspergillus secdo Nigri (formalmente grupo dos Aspergillus niger) e é distribuido por
todo mundo, crescendo em uma vasta variedade de substratos. Devido a sua importancia
biotecnoldgica, a identificacdo das linhagens precisa ser clara, pois as diferengas entre as
espécies sdo muito sutis (Pasin, 2015).

E uma espécie de Aspergillus que produz colénias pretas com micélio branco, denso e
basal e com auséncia de exudato e pigmentos sollveis. Sdo quase completamente cobertos por
conidios de coloracdo preta ou marrom escura, com formato redondo e, ocasionalmente eliptico
além de uniseriados. Tem sido isolada de solos, raizes de plantas e folhas em decomposicéo,
predominantemente em regides tropicais e subtropicais (Klich e Pitt, 1988). Cresce rapidamente
a temperatura ambiente (24-28°C), possuindo colénias com cerca de 5,0 a 6,0 cm de didametro

durante 4 dias de incubacdo em meio sélido.

A) B) C)

Figura 6. Aspergillus japonicus crescido em tubos contendo A) meio sélido (BDA) e B) meio liquido (SR), e C)
imagem dos conidiéforos (100x) de A. japonicus Saito. Microcultivo em BDA (batata-dextrose-agar) a 30 °C.


https://mycocosm.jgi.doe.gov/Aspjap1/Aspjap1.home.html
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Cepa isolada em solo da Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande/MS-Brasil. Fotografias: N.C.A., Guimaraes e C.R., Marchetti.

2.7.2. Thermoascus aurantiacus

A cepa de Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 (Figura 7A e 7B) usada neste estudo
foi acessada da Micoteca do Laboratorio de Bioquimica da UNESP de Sdo José do Rio
Preto/SP, o qual foi isolado de material hemicelulésico em decomposi¢do coletado no estado
do Amazonas, Brasil.

Thermoascus aurantiacus € um fungo termofilico em Eurotiales que foi examinado
extensivamente por sua capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas termoestaveis
para a despolimerizacdo de celulose e hemicelulose da biomassa vegetal (McClendon et al.,
2012). O sequenciamento de T. aurantiacus fornecera informagdes importantes sobre a
expressao dessas importantes enzimas desconstrutoras de polissacarideos e permitira que T.
aurantiacus seja usado como plataforma para a producéo de enzimas termofilicas. Ele produz
uma col6nia espessa, crocante e marrom-dourada em agar (Figura 7C). A aparéncia crostosa
deve-se a presenca de muitos cleistotécios (ascocarpos fechados) que contém ascos. Dentro de
cada asco ha um aglomerado de 8 ascdsporos, mostrados em diferentes estagios de maturidade
(canto inferior direito da figura 7C). De FUNGAL BIOLOGY: A Textbook por JIM DEACON
Blackwell Publishing 2005. Cortesia de Jim Deacon, The University of Edinburgh
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Theau2/Theau2.home.html).

A) B)

Figura 7. Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 crescido (A) em placa e (B) tubo contendo meio sélido (BDA)
a 40 °C. A cepa de Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 usada neste estudo foi acessada da Micoteca do
Laboratério de Bioquimica da UNESP de S&o José do Rio Preto/SP, o qual foi isolado de material hemicelulésico
em decomposicdo coletado no estado do Amazonas, Brasil. Fotografias A e B: N.C.A., Guimardes e C.R.,
Marchetti, C) Fonte: site https://mycocosm.jgi.doe.gov/Theau2/Theau2.home.html.


https://mycocosm.jgi.doe.gov/Theau2/Theau2.home.html
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a producéo de pectinases pelos fungos Aspergillus japonicus e Thermoascus

aurantiacus usando substratos de baixo custo e analisar as suas aplicacdes na clarificagéo de

sucos de frutas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi)

vii)

Avaliar as condicdes 6timas para producdo das pectinases usando 21 fontes de
carbono de baixo custo: casca de laranja, bagaco de laranja, casca de maracuja,
casca extrusada de laranja, erva-mate fina de chimarrdo, erva-mate de tereré média
fina, erva-mate de tereré grossa, erva-mate fina de chimarrdo usada, erva-mate de
tereré média fina usada, erva-mate de tereré grossa usada, farinha de mandioca de
Furnas do Dionisio/MS, farinha de mandioca de Rondondpolis/MT, farinha de
mandioca grossa do Pard, farinha de mandioca grossa Cuiabana/MT, farinha de
milho, farinha de mandioca grossa Cruzeiro do Sul/Acre, farelo de trigo, glicose,
bagaco de cana explodido, palha de milho e farinha de soja; e diferentes tempos de
crescimento (24 — 192 h);

Avaliar o melhor pH e temperatura para atividade da enzima;

Purificar as pectinases de A. japonicus e T. aurantiacus por técnicas
cromatograficas associadas (troca ibnica, interacdo hidrofébica e/ou exclusdo
molecular);

Analisar a pectinase semi-purificada de A. japonicus por eletroforese (SDS-PAGE,
PAGE e zimograma) e por cromatografia liquida com espectrometria de massas em
tandem (LC-MS/MS);

Caracterizar a pectinase semi-purificada de A. japonicus (temperatura, pH,
estabilidade a temperatura e pH, especificidade);

Imobilizar a pectinase semi-purificada de A. japonicus em diferentes concentragdes
de alginato de sddio (1 — 4,5%) e cloreto de calcio (0,03 — 0,8 M), e avaliar o reuso
da enzima imobilizada;

Aplicar a pectinase (extrato bruto e semi-purificada) de A. japonicus nos processos

de clarificacéo de sucos de frutas:
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Extrato bruto — 13 frutas: maca (Argentina), macé (Europa), maca (Grandsmith),
banana da terra, banana nanica, manga (Haden), manga (Palmer), manga (Tommy),
péssego, pera (D’Anjou), pera (Portuguesa), pera (“red”) e goiaba branca,
Semi-purificada — 13 frutas: acerola, banana nanica, goiaba branca, guavira, pera,
maca gala, mamé&o, manga (Palmer), manga (Tommy), meldo, ponkan, uva isis e
uva vitoria;

Avaliar os efeitos do tempo de tratamento e da concentracdo de pectinase de A.
japonicus na clarificacdo de suco de manga (Palmer);

Analisar a degradagdo da pectina presente no suco de manga (Palmer) pela

pectinase de A. japonicus através de microscopia Optica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos e manutencao de crescimento

Neste estudo foram utilizados os fungos filamentosos Aspergillus japonicus UFMS
48.136 e Thermoascus aurantiacus CBMAI 756. O fungo A. japonicus foi coletado e isolado
do solo da Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande/MS-Brasil.

O fungo termofilico T. aurantiacus foi cedido pelo Prof. Dr. Roberto Ruller, acessado
da Micoteca do Laboratorio de Bioquimica da UNESP de S&o José do Rio Preto/SP, o qual foi
isolado de material hemiceluldsico em decomposicao coletado no estado do Amazonas, Brasil
(Martins et al., 2007).

Para a manutencao das cepas foram feitos repiques em batata-dextrose-agar inclinado
(BDA) e o crescimento de A. japonicus e do T. aurantiacus foram realizados em estufas a 35 e
40 °C, respectivamente, por um periodo de 4-10 dias, sendo entdo mantidos na geladeira por no

méaximo 30 dias.

4.2. Producéo de pectinase em cultivo submerso (SC) e cultivo em estado sélido (SSC)
usando diferentes substratos

Para a producdo da pectinase extracelular em cultivo submerso (SC, do inglés
“submerged cultivation™), os fungos cresceram inicialmente em meio liquido segundo Rizzatti
- SR (Rizzatti et al., 2001) modificado, contendo: (NH4)2SO4 (0,1%), KH2PO4 (0,4%), peptona
(0,2%), extrato de levedura (0,025%), MgSO4.7H20 (0,05%), KCI (0,05%), NaNOs (0,5%),
CaCl> (0,0003%), ZnSO4.7H20 (0,00035%), FeSO4.7H.0 (0,0004%) e tween 80 (0,1%), em
100 mL de &gua destilada, pH 6, junto com 1% dos diferentes substratos alternativos de baixo
custo.

Foram usados 21 substratos alternativos de baixo custo (residuos/produtos
agroindustriais) para producdo da pectinase em SC e SSC: casca de laranja em po (1-CL);
bagaco de laranja em po (2-BL); casca de maracuja em po (3-CM); casca extrusada de laranja
(4-CEL); erva-mate fina de chimarréo (5-EMFC); erva-mate de tereré media fina (6-EMTMF);
erva-mate de tereré grossa (7-EMTG); erva-mate fina de chimarrdo usada (8-EM5US); erva-
mate de tereré média fina usada (9-EM6US); erva-mate de tereré grossa usada (10-EM7US);

farinha de mandioca de Furnas do Dionisio/MS (11-FFD); farinha de mandioca de
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Rondondpolis/MT (12-FR); farinha de mandioca grossa do Paré (13-FGP); farinha de mandioca
grossa Cuiabana/MT (14-FGC); farinha de milho (15-FM); farinha de mandioca grossa
Cruzeiro do Sul/Acre (16-FGCSA); farelo de trigo (17-FT); glicose (18-G); bagaco de cana
explodido (19-BCE); palha de milho (20-PMi) e farinha de soja (21-FS).

Os substratos foram comprados no mercado municipal de Campo Grande/MS, exceto a
casca de maracuja e a casca extrusada de laranja que foram compradas em mercados de Ribeirdo
Preto/SP. A casca de laranja e o bagaco de laranja, e a farinha de soja, foram triturados em
liquidificador no préprio laboratorio; e as ervas usadas foram preparadas conforme usam aqui
na regido (consumidas/lavadas com agua gelada para as ervas de tereré e 4gua quente para as
ervas de chimarréo).

O in6culo em cultivo submerso foi feito usando 1 x 108 esporos/mL dos fungos,
suspensos em 1 mL de &gua destilada. Um volume de 250 pL dessa suspensao foi adicionado
em frascos Erlenmeyer de 25 mL contendo 5 mL de meio de cultivo SR para o crescimento
estacionario e, 500pL em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio de cultivo,
sob agitacdo (110 rpm) durante 96 h, a 35 °C para A. japonicus e 40 °C para T. aurantiacus.
Apbs o crescimento em SC as culturas foram filtradas em bomba de vacuo com papel filtro
(Whatman n° 1) para obtengdo do extrato bruto contendo a pectinase extracelular.

A producdo em meio solido — cultivo em estado solido (SSC, do inglés “solid state
cultivation”), foi segundo metodologia de Martins et al. (2012), onde os fungos cresceram em
frascos Erlenmeyers de 250 mL com 5 g dos substratos, juntamente com 10 mL de solucdo de
sais ((NH4)2S04 0,1% e MgS04.7H20 0,1%). O indculo foi feito usando os esporos dos fungos
que foram ressuspendidos usando essa mistura de 10 mL de solugédo de sais, posteriormente
incubados em estufas a 35 °C para A. japonicus e 40 °C para T. aurantiacus durante 120 h.
Apbs o crescimento, as culturas foram ressuspendidas com 50 mL de agua destilada, agitadas
por 30 min, filtradas em peneiras, centrifugadas a 10.000 g durante 10 min a 4 °C, e 0
sobrenadante coletado foi considerado o extrato bruto contendo as enzimas de interesse nesse

estudo.
4.3. Efeito do tempo de crescimento para producao de pectinase
Para avaliar o efeito do tempo de crescimento na producdo de pectinase, foram

selecionados 0s substratos que induziram as maiores producgdes. Para A. japonicus foi pré-

selecionada a casca de maracuja como substrato, sendo o crescimento realizado a 35 °C por um
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periodo de 24 a 192 h sob agitacdo e condicdo estacionéria em SC, e somente estacionario em
SSC.

Para T. aurantiacus foi usado SSC pré-avaliado, por um periodo de 24 a 192 h, sob
condicdo estacionaria, a 40 °C, usando farinha de mandioca de RondondpolissMT como
substrato pré-selecionado.

A cada 24 h de crescimento, aliquotas foram retiradas e foi realizada a dosagem da

atividade enzimatica e proteica conforme item 4.4.

4.4. Ensaio enzimético e proteico

A determinacdo da atividade da pectinase de A. japonicus e T. aurantiacus foi realizada
incubando 500 ul de enzima (diluida em dgua conforme necessidade de ajuste das absorbancias)
com 500 pl de tampé@o acetato de sddio 100 mM pH 5,0 contendo pectina citrus 1% (Sigma, P
3195) como substrato, a 45 e 50 °C, respectivamente. Em intervalos de 5, 10 e 20 min, a reagdo
foi interrompida com 200 pl de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (1:1) utilizando &cido
galacturdnico como padrdo. Apds todos os tempos de reacdo as amostras foram fervidas durante
5 min, em seguida adicionado 2 mL de agua destilada e feita a leitura de 200l em microplaca
a 540 nm, conforme metodologia de Miller (1959).

Para a pectinase imobilizada a dosagem foi adaptada. Foi realizada incubando as esferas
obtidas (contendo 250 pl de enzima + 250 ul de alginato de sodio), 2 mL de agua destilada e
2,5 mL de tampdo acetato de sdédio 100 mM pH 4,0, contendo pectina citrus 1% como substrato
a 50 °C. No controle foi usado 250 pl de enzima livre + 250 pl de agua destilada. Em intervalos
de 15 e 30 min, a reacdo foi interrompida com 1 mL de DNS (1:1) utilizando é&cido
galacturdnico como padrdo. Apds todos os tempos de reacéo as amostras foram fervidas durante
5 min, em seguida adicionado 8 mL de agua destilada e feita a leitura de 200l em microplaca
a 540 nm, conforme metodologia de Miller (1959).

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 pmol de 4cido galacturdnico por min, nas condi¢des do ensaio. Para o meio
liquido a atividade foi expressa em U/mL e para a dosagem das atividades em meio so6lido, a
atividade foi expressa em U/g de substrato seco, que é calculada multiplicando as U/mL pela
diluicho com agua no momento da extragdo da enzima do meio de cultivo (neste caso,
multiplicado por 10).

A dosagem de proteina foi feita segundo o método de Lowry et al. (1951) utilizando-se

soro albumina bovina (0,2 mg/mL) como padréo. As amostras (25ul, 50ul, 1200ul ou 200 pl)
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foram incubadas com &gua destilada fechando um volume final de 200 pl. Em seguida, foi
adicionado nesta mistura 1 mL do reagente ABC. Apds 15 min de incubacéo foi acrescentado
100 pl de Folin-Ciocalteau 2N em cada um dos tubos. E ap6s 30 min foi feita a leitura de 200
pl das misturas de incubacédo em leitora de microplacas a 660 nm. A mistura ABC foi composta
de: A) NaxCOz 2% + NaOH 0,1N; B) Tartarato de sodio e potassio 1% (p/v); C) CuSOs 1%
(p/v), misturados no momento da dosagem das proteinas na proporcao de 1 mL de A: 0,01 mL
de B: 0,01 mL de C).

A atividade especifica foi definida em Unidades por miligrama de proteina (U/mg de

ptn).

4.5. Caracterizacdo enzimatica

4.5.1. Efeito do pH na atividade da pectinase

O pH 6timo para atividade da pectinase de A. japonicus e T. aurantiacus foi determinado
a 45 e 50 °C, respectivamente, incubando a enzima com tampéo acetato de sédio 100 mM pH
4,0 - 5,5; tampdo Hepes 100 mM pH 7,0 - 8,0; tampé&o Tris.HCI 100 mM pH 8,0 —9,0; e tampé&o
Mcllvaine pH 3,0 — 7,0 (Mcllvaine, 1921), contendo pectina citrus 1% como substrato.

4.5.2. Efeito da temperatura na atividade da pectinase

A temperatura 6tima de A. japonicus e T. aurantiacus foi determinada incubando a
pectinase em temperaturas variando de 35-70 °C e 40-75 °C, respectivamente, nos tampdes e
pHs 6timos de cada um. As atividades relativas foram calculadas como uma porcentagem da

atividade maxima.

4.5.3. Efeito do pH na estabilidade da pectinase

Para avaliar o efeito do pH na estabilidade da pectinase (extrato bruto), 100 puL da
pectinase foi incubado com 50 uL de tampdo Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 - 6,0 por um
periodo de 24 h em banho de gelo. Aliquotas foram retiradas apos 1, 2, 4 e 24 h, e em seguida
foram dosadas conforme o item 4.4,

A atividade foi expressa como atividade residual, sendo que o valor de 100%

correspondeu a atividade realizada em pH e temperatura 6tima da enzima.
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4.5.4. Efeito da temperatura na estabilidade da pectinase

A estabilidade enzimatica da pectinase (extrato bruto) foi avaliada na bancada (cerca de
25 °C), e em banho-maria a 50 e 55 °C, em diferentes tempos de incubacéo: 10, 20, 40, 60, 120,
240 e 360 min. Posteriormente, aliquotas de 100 pL de amostra foram retiradas e entdo o ensaio
enzimatico foi realizado conforme o item 4.4,

A atividade foi expressa como atividade residual, sendo que o valor de 100%

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

4.6. Purificacdo enzimatica

O extrato bruto de A. japonicus (100 mL) foi dialisado em agua destilada, e 0 volume
obtido (102 mL) foi submetido a cromatografia de troca idbnica em coluna DEAE-fractogel (2,0
x 11,0 cm) previamente equilibrada com tampéo Tris.HCI, 10 mM, pH 8,0. As proteinas foram
eluidas com gradiente de cloreto de so6dio 0 - 1 M no mesmo tampéo. Fracdes de 3,6 mL foram
coletadas e aquelas que apresentaram atividade enzimatica foram reunidas e dialisadas em agua
destilada. Posteriormente, a amostra proveniente da coluna (pico 2) foi equilibrada com tampé&o
Tris.HCI, 10 mM, pH 8,0, contendo 1 M de sulfato de amonio e um volume de 81 mL foi
submetido & cromatografia de interacdo hidrofébica em coluna fenil-sepharose CL-4B (2,0 x
8,5 cm) previamente equilibrada no mesmo tampéao. As proteinas foram eluidas gerando um
pico de 200 mL, que foi entdo reunido e dialisado em agua destilada para posterior
caracterizagéo.

Para purificagdo da pectinase de T. aurantiacus, um volume de 49 mL de extrato bruto
dialisado em &gua destilada foi submetido a cromatografia de troca i6bnica em coluna DEAE-
fractogel (2,0 x 11,0 cm) previamente equilibrada com tampéo Tris.HCI, 10 mM, pH 8,0. As
proteinas foram eluidas com gradiente de cloreto de sddio 0 - 2 M no mesmo tampéo. Fragdes
de 3,6 mL foram coletadas e aquelas que apresentaram atividade da pectinase foram reunidas e
dialisadas em agua destilada. Posteriormente, a amostra proveniente da coluna de troca iénica
(pico 2 com um volume de 31 mL) foi equilibrada usando dialise em tampé&o Tris-HCI, 50 mM,
pH 7,0, contendo 150 mM de cloreto de sédio e um volume de 22 mL obtido foi submetido a
cromatografia de gel filtragho em coluna Sephacryl S-200 (1,0 x 86,0 cm) previamente
equilibrada no mesmo tampdo. As proteinas foram eluidas (3,2 mL) com 0 mesmo tampéo e as
fracOes contendo atividade pectinolitica foram reunidas e dialisadas em &gua destilada gerando

um volume final de 29 mL, o qual foi usada nos processos de caracterizagdo enzimatica.
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A tabela de purificacdo é construida através de célculos baseados nos volumes das
amostras (V), unidades totais de atividade enzimatica (UT), miligrama de proteinas totais
(PTN), atividade especifica (AE - U/mg de proteina), rendimento (%) e fator de purificacao (P)
apos as etapas de purificagéo.

As unidades totais sdo as U/mL multiplicadas pelo volume total de amostra; o
rendimento (%) é uma porcentagem de atividade enzimatica calculada pela relacdo entre a
atividade enzimatica em unidades totais obtida apds cada etapa das colunas e as unidades totais

do controle (extrato bruto) multiplicada por 100:

UT etapas

% rendimento = mx 100

e o fator de purificacdo (P) é a relacdo da atividade especifica obtida apds cada etapa de

purificacdo, dividida pelo valor em atividade especifica do controle (extrato bruto):

_ AE etapas
" AE controle

4.7. Determinacao do grau de pureza da pectinase semi-purificada de A. japonicus (PGA))

4.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes — SDS-PAGE

Para visualizar a pureza da amostra obtida apds as etapas de purificacdo de A. japonicus,
foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condi¢do desnaturante (SDS-
PAGE), contendo SDS e B-mercaptoetanol, conforme descrito por Laemmli et al. (1970). Para
0 extrato bruto e para a PGAj uma quantidade de 50 e 30 microgramas, respectivamente, foram
aplicadas em 20 pL de tampéo de amostra contendo tampé&o Tris.HCI 1 M pH 6,8, 5 uL de azul
de bromofenol 0,1% e 5 puL de mercaptoetanol, fervidas durante 5 min, sendo 20 pL aplicados
no gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampdo Tris 0,05 M/glicina 0,384
M/SDS 2%, pH 8,3, diluido 1:1 em &gua. Apos a aplicacdo, a tensao elétrica foi fixada em 120
V sendo os géis feitos em placas do Sistema de gel Mini-PROTEAN da Bio-Rad. Apés a corrida
o0 gel foi fixado e corado com nitrato de prata conforme descrito no item 4.7.4. Os marcadores
de massa molecular utilizados foram os da BioRad 1610363, uma mistura de 10 proteinas

altamente purificadas, com suas massas moleculares pré-definidas.
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4.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes nativas (PAGE)

Para verificar a homogeneidade da PGAj foi feita eletroforese em condicdo nativa
(PAGE) em gel de poliacrilamida (10%) segundo o método de Davis (1964). Uma quantidade
de 50 microgramas foi aplicada em 200 pL de tampdo de corrida contendo tampdao Tris.HCI
0,05 M, pH 8,3/glicina 0,384 M, 20 pL de glicerol e 20 pL de azul de bromofenol 0,1%, sendo
20 pL aplicados no gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampéao Tris.HCI 0,05
M, pH 8,3/glicina 0,384 M, diluido 5 vezes. Apos a aplicacdo, a tensao elétrica foi fixada em
120 V sendo os géis feitos em placas do Sistema de gel Mini-PROTEAN da Bio-Rad. Apds a
corrida o gel foi fixado e corado com nitrato de prata conforme descrito no item 4.7.4.

4.7.3. Zimograma

Diferentes concentragdes (10, 30, 50 e 100 pg) da PGA]j foram submetidas a técnica de
zimograma através da eletroforese em gel PAGE 8.9 (10%) (v/v), como descrito no item 4.7.2,
co-polimerizado com pectina citrus 0,1% (m/v), como descrito por Cruickshank & Wade
(1980).

Apos a corrida da eletroforese, o gel foi incubado em solugdo de Triton X-100 2,5%
(v/v) por 30 min, sob agitacdo, em temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi incubado em
tampdo Acetato de sddio, 100 mM, pH 4,0, a 50 °C por 90 min. A reac¢do foi interrompida pelo
resfriamento do gel em banho de gelo por 30 min. Posteriormente, o gel foi lavado com agua
deionizada e imerso em solucdo vermelho de ruténio 0,05% (m/v) sob agitagéo por 30 min para
corar a pectina. Por fim, o gel foi descorado com &gua destilada até o aparecimento das bandas

translucidas.

4.7.4. Coloragéo dos géis de eletroforese

As proteinas presentes nos géis foram reveladas com nitrato de prata, conforme
procedimento descrito por Blum et al. (1987). Apds a corrida eletroforética, os geis foram
colocados em 50 mL de solucao fixadora (metanol 50%, acido acético glacial 12% e 25 pL de
formaldeido 37%) durante 30 min, seguido de 3 lavagens de 10 min com solugéo de etanol 50%
(v/v). Os géis foram lavados e tratados durante 30 segundos com uma solugéo de tiossulfato de
sodio 0,02%. Em seguida, os géis foram lavados por 10 segundos por 3 vezes com agua

destilada e incubados, por 10 min, em solugdo de nitrato de prata 0,2% (p/v), contendo 37,5 pL
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de formaldeido 37% (v/v) e lavados 2 vezes, por 10 segundos, com &gua destilada.
Posteriormente, os géis foram tratados com a solucdo reveladora (carbonato de sddio 6%,
contendo 1 mL de solugdo de tiossulfato de sddio 0,02% e 25 pL de formaldeido 37%), até a
visualizacdo das bandas protéicas. A reacdo foi interrompida com solucdo de metanol 50% e
acido acético 12%, durante 10 min sob agitacdo. Por fim, o gel foi lavado com metanol 50%

durante 20 min.

4.8. Cromatografia liquida com espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) —
Laboratério do Professor Rolf Prade / USA

A cromatografia liquida com espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)
detectou todos os peptideos presentes na amostra semi-purificada de A. japonicus (PGA]) apds
digeridos com tripsina. Os dados obtidos contém o nimero de hits de peptideos Unicos (# pep.),
a porcentagem de cobertura de sequéncias de aminoacidos das proteinas identificadas (%
cobertura), o peso molecular (kDa), e a composicdo molar (iBAQ), sendo a identificacao
baseada na comparacdo dos peptideos da amostra com bancos de dados genéticos (GenBank -
NCBI).

4.9. Caracterizagdo enzimatica da PGA]j

4.9.1. pH e temperatura 6timos para atividade da PGAj

O pH étimo da PGA foi determinado a 60 °C, incubando a enzima com tampdo acetato
de sddio 100 mM pH 4 — 5,5; tampédo Hepes 100 mM pH 7,0 — 8,0; tampao Trizma.HCI 100
mM pH 8,0 —9,0; e tampdo Mcllvaine pH 3,0 — 6,5, contendo pectina citrus 1% como substrato.
A temperatura 6tima foi determinada incubando a enzima em temperaturas variando de
40 — 70 °C, em Mcllvaine pH 4,0, contendo pectina citrus 1% como substrato. As atividades
relativas foram calculadas como uma porcentagem da atividade méxima para o pH e

temperatura 6timos.

4.9.2. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da PGAj

Para avaliar o efeito do pH na estabilidade da PGAj, 100 puL da enzima foi misturado
com 50 pL de tampéao Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 — 6,0, em banho de gelo, durante 24 h.
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As atividades residuais foram avaliadas no intervalo de 30 min até 24 h. Apds cada tempo de
pré-incubagdo, uma aliquota de 100 uL de amostra foi retirada ¢ entdo o ensaio enzimatico foi
realizado conforme o item 4.4.

Também foi avaliada a estabilidade enzimatica nas temperaturas de 50 e 55 °C, em
diferentes tempos de incubacdo: 10, 20, 40, 60, 120 e 240 min. Apo6s cada tempo de pre-
incubagdo, uma aliquota de 100 pL de amostra foi retirada e entdo o ensaio enzimatico foi
realizado conforme o item 4.4.

A atividade foi expressa como atividade residual, sendo que o valor de 100%

correspondeu a atividade realizada em pH e temperatura étima da enzima.

4.10. Especificidade da PGA] ao substrato

Ensaios enzimaticos foram realizados com diversos substratos (1%) com o objetivo de
determinar a especificidade da enzima, tais como: pectina citrica (Sigma P9135); pectina de
maca (Sigma P93854); &cido poligalacturénico (Sigma P3888); xilana de bétula (Sigma
X0502); xilana de aveia (Sigma X0627); amido; sacarose e caseina.

Os ensaios de atividades foram realizados conforme o item 4.4 e as atividades relativas

foram calculadas como uma porcentagem da atividade maxima.

4.11. Imobilizacdo da PGAj em alginato de calcio

4.11.1. Efeito da concentragdo de CaClz na imobilizagdo da PGA]

Para a encapsulacdo em esferas de alginato de calcio foi preparada uma solucdo de
alginato de sodio 4% dissolvido em agua e ap0ds solubilizacdo completa foi adicionada a
pectinase semi-purificada (PGAj) na proporcédo de 1:1 (250 pL de alginato: 250 pL de enzima).
Uma solucéo de cloreto de célcio em diferentes concentracdes (0,03 — 0,8 M) foi adicionada
em uma placa sob agitacao, e a mistura de enzima e alginato de sédio foi gotejada na solucéo
de cloreto, promovendo a formacdo de pequenas esferas de alginato de célcio contendo as
enzimas aprisionadas. Apds 1 h no cloreto a amostra foi lavada 3 vezes com tampé&o acetato de
sodio 100 mM pH 4,0 e em seguida foi dosada a atividade enzimatica a 50 °C de forma adaptada

para a imobilizada (conforme item 4.4).
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4.11.2. Efeito da concentracgdo de alginato de s6dio na imobilizacdo da PGA]j

A encapsulacdo em esferas de alginato foi realizada em diferentes concentracdes de
alginato de sodio (1,0 - 4,5%) e apds solubilizacdo completa foi adicionada a pectinase
purificada (PGA]) na proporcao de 1:1 (250 pL de alginato: 250 pL de enzima). Uma solucéo
de cloreto de célcio 0,1 M foi adicionada em uma placa sob agitacdo, e a mistura de enzima e
alginato de sodio foi gotejada na solucdo de cloreto, promovendo a formacéo de pequenas
esferas de alginato de calcio contendo as enzimas aprisionadas. A amostra foi lavada 3 vezes
com tampéo acetato de sodio 100 mM pH 4,0 e em seguida foi dosada a atividade enzimatica a
50 °C de forma adaptada para a imobilizada (conforme item 4.4).

4.11.3. Reuso da PGA]j imobilizada

Os experimentos de reuso da enzima imobilizada foram realizados com alginato de
sodio 2% (1 mL alginato: 1 mL de enzima) e cloreto de célcio 0,1 M com 30 min e 1 h de
hidrolise a 50 °C. A primeira dosagem foi considerada 100 % e apds cada ciclo foi feita a
lavagem das esferas com tampdo acetato de sédio 100 mM pH 4,0 para um novo ciclo. Esse
processo foi repetido durante 6 ciclos. Para a confirmacao do processo de imobilizacao, foram
realizados ensaios de atividade enzimética, pelo método de DNS, no derivado (enzima
encapsulada) e enzimas livres (controle da atividade inicial). Neste experimento a dosagem foi
em volume cinco vezes maior para possibilitar a retirada de aliquotas para quantificacdo (5 mL
ao total na mistura de incubacgdo — 2,5 mL de tampdo acetato de sddio pH 4,0 com pectina 1%,

2 mL de &gua e a enzima imobilizada).

4.12. Aplicacdo da pectinase (extrato bruto) e semi-purificada de A. japonicus na

clarificacdo de sucos

A capacidade da pectinase de A. japonicus (extrato bruto) em clarificar sucos foi
avaliada usando 13 frutas: magéd (Argentina), macd (Europa), macgéd (Grandsmith) (Malus
domestica Borkh), banana da terra (Musa sapientum L.), banana nanica (Musa acuminata,
‘Dwarf Cavendish’), manga (Haden) (Mangifera indica L. ‘Haden’), manga (Palmer)
(Mangifera indica L., ‘Palmer’), manga (Tommy) (Mangifera indica ‘Tommy Atkins’),
péssego (Prunus persica), pera (D’Anjou) (Pyrus communis ‘D’Anjou’), pera (Portuguesa)

(Pyrus L.), pera (“red”) (Pyrus L.) e goiaba branca (Psidium guajava).
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E para a enzima semi-purificada (PGA]j) foram utilizadas também 13 frutas: acerola
(Malpighia emarginata), banana nanica (Musa acuminata 'Dwarf Cavendish'), goiaba branca
(Psidium guajava), guavira (Campomonesia adamantium), pera (Pyrus L.), maca gala (Malus
domestica Borkh), maméo (Carica papaya), manga (Palmer) (Mangifera indica L. cv.
‘Palmer’), manga (Tommy) (Mangifera indica ‘Tommy Atkins’), meldo (Cucumis melo),
ponkan (Citrus reticulata), uva isis (Vitis vinifera L.) e uva vitoria (Vitis vinifera L.). Todas as
frutas foram adquiridas em mercados, lavadas, descascadas e maceradas usando um “mixer”
para obter a polpa. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados da enzima
comercial, pectinex®.

As polpas foram incubadas (sem diluir com agua) com 3 U/mL das enzimas (2 mL de
extrato bruto, semi-purificada e pectinex®) na proporc¢édo de 1:1 (v/v), a 40 °C para o extrato
bruto e, 40 e 50 °C para a PGA\|j e a pectinex®, durante 4 h sob agitacdo (140 rpm). Apos esse
periodo, as amostras foram fervidas por 5 min para inativacdo enzimatica e centrifugadas a
10000 g por 20 min. O sobrenadante (suco) foi utilizado para determinar a clareza do suco,
registrando a transmitancia a 650 nm, tomando agua destilada como branco. Para cada uma das
polpas de frutas, foi realizado um controle utilizando polpa e enzima desnaturada (1:1, v/v). A

clarificacdo foi calculada da seguinte forma:

L Tt—Tc
% Clarificacdo = ————x 100
Tc
(Tt = transmiténcia do teste; Tc = transmitancia do controle), conforme descrito por Rosmine

et al. (2017).

4.12.1. Efeito do tempo de tratamento e da concentracéo de pectinase (extrato bruto) e da

PGA]j na clarificagdo do suco de manga (Palmer)

O efeito do tempo de tratamento para clarificagdo do suco foi feito usando a polpa de
manga (Palmer), em tempos variando de 30 a 240 min, usando 3 U/mL da PGAj na propor¢éo
de 1:1 (v/v).

Diferentes concentracdes de enzima também foram avaliadas: 0,38, 0,75, 1,5, 2,25 e 3
U/mL durante 4 h de incubagdo. Ambos os testes foram realizados a 40 e 50 °C, sob agitacédo
(240 rpm).
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4.13. Microscopia Optica

As amostras de polpa de suco de manga (Palmer) controle (sem tratamento com a
enzima) e clarificadas com a pectinase (extrato bruto) de A. japonicus foram homogeneizadas
com um agitador magnético a 500 rpm durante 5 min. Retirou-se 2 mL das amostras e
adicionou-se 50 pL de vermelho de ruténio 0,002%. De cada amostra (controle e tratado),
retirou-se 50 UL de solucdo corada, que foram espalhados suave e uniformemente sobre a
lamina de observacdo. Foi utilizado o microscopio Optico modelo Leica DM5500 B, e as

amostras foram observadas com aumento de 20 vezes (Ongaratto & Viotto, 2015).

4.14. Analise dos resultados

Todos os experimentos descritos anteriormente foram realizados em triplicata e
analisados de acordo com as metodologias pré-estabelecidas e padronizadas em nosso
laboratdrio (Guimardes et al., 2013), um fator por vez (OFAT), e os valores obtidos foram
expressos como média + desvio padrdo (DP). Os dados de especificidade ao substrato e
clarificacdo de sucos de frutas foram submetidos a analise de variancia unidirecional
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste post hoc de Tukey e as diferencas foram
consideradas significativas em p <0,05. Os softwares utilizados foram o SISVAR 5.6 (Ferreira,

2011) e o GraphPad Prism versédo 8 (San Diego, California, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5. CAPITULO 1. Producfo e caracterizagdo bioquimica da pectinase (extrato bruto) de A.

japonicus e aplicacdo da enzima na clarificacdo de sucos de frutas

5.1. Producédo de pectinases extracelulares (extrato bruto) por A. japonicus usando

diferentes substratos em cultivo submerso (SC) e em estado sélido (SSC)

A maior producdo de pectinase por A. japonicus em SSC foi com casca de maracuja (3-
CM) com 30,2 £0,33 U/g de substrato seco (ou 3,02 +0,33 U/mL), seguida da erva-mate fina
usada (8- EMFCUS) com 21,1 +0,27 U/g de substrato seco (ou 2,11 + 0,27 U/mL), erva-mate
tereré média fina usada (9- EMTMFUS) com 18,8 +0,11 U/g de substrato seco (ou 1,88 +0,11
U/mL), farinha de soja (21- FS) com 14,7 +0,16 U/g de substrato seco (ou 1,47 +0,16 U/mL),
e farelo de trigo (17- FT) com 10,4 +0,16 U/g de substrato seco (ou 1,04 £0,16 U/ml) (Tabela
3).

Em SC, as maiores produgbes foram na condicdo estacionaria quando comparadas a
producdo sob agitacdo para quase todas as fontes de carbono testadas, com excecao da farinha
de mandioca de Furnas do Dionisio/MS (11- FFD). As melhores produc¢des foram com a casca
de laranja extrusada (4- CEL) em condicdo estacionaria (1,55 +0,23 U/mL) e agitada (1,48
+0,05 U/mL), seguida da casca de maracuja (3- CM) com 1,33 +0,08 U/mL em condicéo
estacionaria e 1,28 +0,07 U/mL sob agitacdo, palha de milho (20- PMi) (1,18 £0,07 U/mL —
estaciondria) e farinha de mandioca grossa do Para (13- FGP) com 1,11 +0,02 U/mL na

condicdo estacionaria.

Tabela 3. Producdo de pectinase (extrato bruto) por A. japonicus usando diferentes

substratos de baixo custo

Cultivo submerso Cultivo em estado

SUBSTRATOS | Agitado Estacionario solido

U/mL U/mL U/g de substrato seco

1-CL 0,00 +0,00 0,00 +0,00 Nd
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2-BL 0,00 £0,00 0,00 £0,00 Nd

3-CM 1,28 £0,072 1,33 £0,08% 30,2 +0,33?
4- CEL 1,48 0,05 1,55 £0,23? 2,0 £0,03°
5- EMFC 0,09 +0,05% 0,38 +0,03M 6,9 +0,23%
6- EMTMF 0,10 +0,02% 0,48 +0,01°%" 4,4 +0,08%
7-EMTG 0,09 +0,05% 0,66 +0,08° 1,2 +0,04°
8- EMFCUS 0,02 +0,03¢ 0,04 +0,02' 21,1 £0,27°
9- EMTMFUS 0,06 +0,05% 0,09 +0,03" 18,8 +0,11°
10- EMTGUS 0,06 +0,05 0,17 +0,04" 7,3 +0,11%
11- FFD 0,92 +0,10° 0,75 +0,05¢0f 1,8 +0,09°
12- FR 0,16 +0,05 0,87 +0,31¢% 3,5 +0,14%
13- FGP 0,13 +0,07¢ 1,11 +0,0230cd 6,0 +0,40%
14- FGC 0,12 +0,06 0,75 +0,08¢df 3,0 £0,14°
15- FM 0,21 +0,14 0,28 +0,059" Nd

16- FGCSA 0,06 +0,02% 0,75 +0,03¢¢f 3,8 +£0,03%
17-FT 0,13 +0,02% 0,82 0,21 %" 10,4 +0,16%
18-G 0,12 +0,07% 0,90 +0,040cde Nd

19- BCE 0,10 +0,05% 0,15 +0,08" Nd

20- PMi 0,76 +0,09° 1,18 +0,07%¢ 7,1 +0,05%
21-FS 0,31 +0,08° 0,72 +0,01%f 14,7 0,16
CV (%) 20,20 16,23 20,56

O A. japonicus foi crescido durante 96 h em cultivo submerso e durante 120 h em cultivo em estado sélido,
ambos a 35 °C. Abreviagdes dos substratos (1%6): casca de laranja em pé (1-CL); bagaco de laranja em p6
(2-BL); casca de maracuja em p6 (3-CM); casca extrusada de laranja (4-CEL); erva-mate fina de chimarrao (5-
EMFC); erva-mate de tereré média fina (6-EMTMF); erva-mate de tereré grossa (7-EMTG); erva-mate fina de
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chimarrdo usada (8- EMFCUS); erva-mate de tereré média fina usada (9-EM6US); erva-mate de tereré grossa
usada (10-EM7US); farinha de mandioca de Furnas do Dionisio/MS (11-FFD); farinha de mandioca de
Rondonépolis/MT (12-FR); farinha de mandioca grossa do Para (13-FGP); farinha de mandioca grossa
Cuiabana/MT (14-FGC); farinha de milho (15-FM); farinha de mandioca grossa Cruzeiro do Sul/Acre (16-
FGCSA); farelo de trigo (17-FT); glicose (18-G); bagaco de cana explodido (19-BCE); palha de milho (20-
PMi); e farinha de soja (21-FS). Legenda: Nd — ndo determinada. CV (%) — coeficiente de variéncia. Os valores
sdo médias * desvios padrdo de 3 repeticOes; e as médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05).

Considerando que a casca de maracuja (3- CM) em SSC foi o substrato que induziu a
maior producéo da pectinase por A. japonicus, e o segundo melhor em SC, esse foi o substrato
utilizado para dar sequéncia nos experimentos.

A producdo de pectinases por fungos (Garzon et al., 2021; Kaur et al., 2020; Rocha et
al., 2020), leveduras (Ezeh et al., 2023; Bezus et al., 2022; Haile & Kang, 2019) e por bactérias
(Tasgin et al., 2020; Murugan et al., 2020) em cultivo submerso (SC) e em estado solido (SSC)
sdo extensivamente estudadas (Haile & Ayele, 2022). Um dos trabalhos pioneiros com SSC
para producdo de pectinase, mostrou uma producéo cerca de 11 vezes maior em SSC do que
SC por A. niger (Solis-Pereira et al., 1993). Como trata-se de um processo que ocorre quase na
auséncia de agua livre ou qualquer liquido entre as particulas do substrato, € atribuido que o
aumento da producdo de poligalacturonase em SSC, em comparagdo com SC, seja devido a
expressdo de uma segunda poligalacturonase (PG 1), que é bioquimicamente diferente daquela
produzida em SC (Nighojkar et al., 2019; Niture & Pant, 2004).

Mais de 30 géneros diferentes de bactérias e fungos foram usados para producao de
poligalacturonase (Favela-Torres et al., 2005), dentre eles, Erwinia, Bacillus, Saccharomyces,
Kluyveromyces, Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Rhizopus (Nighojkar et al., 2019).

Dentre as varias espécies de fungos relatadas na literatura como produtoras de
pectinases a partir de residuos agroindustriais, as do género Aspergillus sp. sdo as mais citadas,
como: Aspergillus aculeatinus com polpa de beterraba e farelo de colza como substrato em SSC
(Garzon et al., 2021); A. niger a partir de farelo de trigo em SC (Kaur et al., 2020); A. terreus
em bagaco de cana de aclcar — SSC (Vaz et al., 2020); A. fumigatus MS16 com casca de banana
— SSC e SC (Zehra et al., 2020); A. niger com bagaco de laranja e bagaco de cana-de-agtcar —
SSC (Mahmoodi et al., 2019); A. aculeatus URM4953 com casca de maracuja (Silva et al.,
2019a) — SC; A. awamori em SSC com casca de laranja (Marzo et al., 2018); A. japonicus em
bagaco de cana de agucar (Ferreira et al., 2018) e A. niger com residuo de casca de laranja
(Ahmed et al., 2015) — SC; A. giganteus em uma mistura de farelo de trigo e cascas de laranja
e limdo — SSC (Ortiz et al., 2016); A. japonicus com casca de laranja— SC (Li et al., 2015a); p6

de casca de laranja e farelo de trigo em SC e SSC (Li et al., 2015b); A. niveus com casca de
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macd, casca de laranja e casca de maracuja em SC, e em SSC, com farelo de trigo e casca de
maca (Maller et al., 2012); entre outros.

5.2. Efeito do tempo de crescimento para producdo da pectinase (extrato bruto) de A.

japonicus

O efeito do tempo de crescimento para producédo de pectinase (extrato bruto) por A.
japonicus foi determinado usando casca de maracuja como substrato por um periodo de 24 -
192 h. O pico de producéo foi apds 48 h de cultivo (A) 227,75 +13,1 U totais ou B) 50,62 +2,9
U/g de substrato seco) em SSC, decaindo em tempos superiores. Em SC a producéo foi muito
inferior em todo periodo, com pico de producdo apds 192h (36,72 £3,38 U totais ou 0,92 +0,08
U/mL) (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do tempo de crescimento para producdo de pectinase (extrato bruto) por A. japonicus em U totais
(cultivo submerso e cultivo em estado s6lido) e U/g de substrato seco (cultivo em estado sélido). O fungo foi
crescido em SC com 1% de casca de maracuja e em SSC com 5 gramas de casca de maracuja em condi¢do
estaciondria a 35 °C, conforme descrito no item 4.3. Os valores sdo médias + desvios padréo de 3 repetices.

H& uma grande variedade de tempos de crescimentos para producdo de pectinases por
fungos descrita na literatura. Semelhante ao A. japonicus do presente trabalho, a produgéo
méaxima de pectina liase por Penicillium griseoroseum em 25% de xarope de cana de agUcar
também foi em 48h de cultivo, no entanto com producdo maxima de 72 U totais (Piccoli-Valle
et al., 2001). Outro estudo reporta que a producdo maxima de pectinases por Aspergillus spp.
foi também com 48 h de crescimento em cultivo submerso usando pectina como substrato
(106,7 U/mL) (Sudeep et al., 2020). E em outro trabalho com A. japonicus houve uma producdo

méaxima de apenas 0,53 U/mL de pectinase ap6s 168 h de cultivo (Ferreira et al., 2018),
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resultado inferior ao A. japonicus deste trabalho que produziu 0,92 U/mL com o0 mesmo tempo
de crescimento.

Sandri & Silveira (2018) mostraram que A. niger teve sua maior producao de pectinases
apos 72 h de crescimento, com 64 U/g de peso seco de pectinase em um meio com adicdo de
pectina e 68 U/g de peso seco em um meio sem glicose, enquanto o A. japonicus do presente
estudo produziu 50,62 U/g de substrato seco de pectinase em 48 h, usando somente casca de
maracuja como substrato. No estudo de Silva et al. (2019a), A. aculeatus URM4953 teve sua
maior producdo (2,92 + 0,12 U/mL de poligalacturonase e 6,51 + 0,04 U/mL de endo-PG)
usando casca de maracujé apos 96 h de cultivo; uma espécie de A. niveus teve producdo maxima
de pectina liase ap6s 96 h de cultivo (150 U totais) usando pectina como substrato (Maller et
al., 2012).

O ciclo de fermentacdo mais curto torna a aplicacdo de A. japonicus para producédo de

pectinase mais econdmico para exploragcdo comercial.
5.3. Caracterizacgdo bioquimica da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus
5.3.1. Efeito do pH e da temperatura na atividade da pectinase (extrato bruto)
A pectinase (extrato bruto) apresentou atividade méxima em pH 4,0 em ambos 0s
tampdes, acetato de sddio 100 mM e Mcllvaine (Figura 9), mantendo mais de 50% de atividade

em pHs de 3,0 a 5,5. Para os valores acima destes verificamos uma queda de mais de 80% da
atividade.
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Figura 9. Efeito do pH na atividade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. A atividade foi determinada em
pHs 3,0 — 9,0, utilizando 4 tamp®es (Mcllvaine, acetato de sddio, Hepes e Trizma), a 45 °C. As atividades relativas
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forarr_\ calculadas como uma porcentagem da atividade méaxima. Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3
repeticdes.

Na literatura, as pectinases fungicas apresentam alta atividade enzimatica em pHs na
regido levemente acida, de 3,0 a 5,5 (Santi et al., 2014), em conformidade com os resultados
presentes neste estudo. Uma vez que este intervalo de pH éacido é frequente em muitos sucos de
frutas, os dados obtidos sugerem que este extrato € um candidato com potencial para uma
aplicabilidade na clarificacdo de sucos de frutas.

O efeito da temperatura na atividade da pectinase (extrato bruto) foi avaliado na faixa
de 35 a 70 °C, usando tampdo acetato de sédio 100 mM pH 4,0. O grafico mostra que a
temperatura 6tima foi de 60 °C, sendo observada uma queda de apenas 10% a 65 °C, mantendo
ainda 50% de atividade a 70 °C (Figura 10).

Este resultado se mostra interessante pois altas temperaturas sdo comumente
empregadas em Varios processos industriais para diferentes propdsitos, e na maioria desses
processos, 0 material submetido ao aquecimento precisa ser resfriado antes do tratamento
enzimatico. Assim, o uso de pectinases tolerantes em altas temperaturas como a pectinase de A.
japonicus, poderiam eliminar a etapa de resfriamento, diminuindo os custos finais do processo
(Brienzo et al., 2009). Além disso, 0 aumento da temperatura aumenta a taxa de reacdo
enzimatica devido ao aumento da energia cinética das moléculas presentes na reacdo. Dessa
forma, enzimas que demonstram caracteristicas de ativacdo e estabilidade em temperaturas
elevadas apresentam interesse industrial, pois as mesmas poderiam, por exemplo, aumentar a

velocidade da reacdo, diminuindo o tempo de reacéo no reator (Poletto, 2015).
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Figura 10. Efeito da temperatura na atividade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. A atividade enzimatica
foi determinada em temperaturas com variagdes entre 35 e 70 °C, em tampé&o acetado de sédio 100 mM pH 4,0.
As atividades relativas foram calculadas como uma porcentagem da atividade maxima. Os valores sdo médias +
desvios padrdo de 3 repeticdes.
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Resultados semelhantes foram reportados em um estudo com A. fumigatus MS16,
usando casca de banana como substrato, onde foi observado que a atividade da pectinase
produzida em cultivo solido exibiu atividade 6tima a 60 °C, e o pH 6timo da pectinase foi 5,0
(Zehraet al., 2020); os estudos de Sudeep et al. (2020) reportaram uma pectinase de Aspergillus
sp. com temperatura 6tima a 30 °C e pH 5,8; outro trabalho com uma exo-pectinase produzida
por A. niger LB23 também apresentou atividade méxima em pH 4,0, porém temperatura 6tima
de 40 e 50 °C, com pequena queda de atividade a 60 °C (Sandri et al., 2013); a temperatura e 0
pH para atividade da poligalacturonase de A. tamarii foi entre 40 — 70 °C e pH 5,0,
respectivamente, enquanto da pectina liase foi 60 °C e pH 7,5, respectivamente (Amande et al.,
2013); e a exo-poligalacturonase e a pectina liase de A. niveus tiveram temperatura 6tima de 55
°C e pHs de 4,0 e 8,5, respectivamente (Maller et al., 2011, 2012).

5.3.2. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da pectinase (extrato bruto)

A estabilidade da pectinase (extrato bruto) foi avaliada em diferentes pHs, sendo
observado que a enzima ficou totalmente estavel durante 4 h em todos os pHs testados,
mantendo ainda 88, 84 e 72% da atividade em pHs 3,0, 4,0 e 5,0, respectivamente, apds 24 h.
E em pH 6,0 a enzima ainda manteve 55% da atividade inicial ap6s 24 h (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do pH na estabilidade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. A enzima foi incubada em
pHs variando de 3,0 — 6,0 durante um periodo de até 24 h. Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a
dosagem de atividade enzimatica residual, que foi feita conforme o item 4.4. Os valores sdo médias + desvios
padrdo de 3 repeticdes.
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A termoestabilidade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus foi medida atraves de
ensaios em diferentes temperaturas nos quais foi dosada a atividade da enzima ap6s um periodo
360 min de incubacdo a 25, 50 e 55 °C (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da temperatura na estabilidade da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. A enzima foi
incubada em temperaturas de 25, 50 e 55 °C durante um periodo de até 360 min. Aliquotas foram retiradas nos
tempos indicados para a dosagem de atividade enzimatica residual, que foi feita conforme o item 4.4. Os valores
sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

Podemos observar que a pectinase de A. japonicus se manteve estavel durante 6 h (91%
da atividade inicial) na bancada (temperatura de aproximadamente 25 °C). A 50 °C a enzima
manteve 71% de atividade durante 6 h. Todavia na temperatura de 55 °C, a meia-vida da enzima
foi atingida logo nos primeiros 10 min (50,2%), posteriormente caindo gradativamente com o
aumento no tempo de incubacéo até atingir 8,5% apos 6 h.

Os resultados obtidos neste estudo foram melhores do que os apresentados pela
poligalacturonase de A. niger I0OC 4003, que indicaram estabilidade da enzima por2ha30e
40 °C, e nos pHs de 4,0 a 6,0, onde a poligalacturonase manteve acima de 75% de atividade
(Rocha et al., 2020).

5.4. Aplicacdo da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacdo de sucos de
frutas

A adicdo de pectinases e outras enzimas despolimerizantes, € amplamente utilizada na
industria de processamento de frutas e vegetais, onde sua acéo € hidrolisar os polissacarideos
reduzindo sua viscosidade, dando um aspecto cristalino ao produto final, além de aumentar o

rendimento do suco e reduzir o tempo de filtracdo em até 50% (Dal Magro et al., 2019), aspecto
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cristalino que pode ser observado na figura 11A e através dos resultados da clarificacéo (Tabela
4).

Tendo em vista a grande importancia das pectinases no processo de clarificacdo de
sucos, foi testada a capacidade de clarificacdo da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus

comparada com a pectinase comercial (Pectinex®) em 13 frutas (Tabela 4).

Tabela 4. Aplicacdo da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacdo de sucos de

frutas

CLARIFICACAO DOS SUCOS DE FRUTAS (%)

Frutas (em natura) Pectinase Pectinex pH dos sucos
Maga (Argentina) 66,32 +15,7 2 12,6741,0° 4,1-45
Maga (Europa) 52,59 0,0 ° 13,34 +4,5° 3,9-43
Maga (Grandsmith) 30,67 +1,2° 5,10 £0,4 " 3,8-4,2
Banana da terra 49,04 £2,8 @ 38,29 £3,7 2 4,2-4,6
Banana nanica 19,6 £0,3 2 15,6 £0,5% 4,8-5,5
Manga (Haden) 85,56 +6,0 ° 50,89 +8,4 " 3,741
Manga (Palmer) 46,7+1,0° 49,3+1,82 4,1-4,5
Manga (Tommy) 16,6 +0,1° 21,2+1,4°% 3,7-3,9
Pessego 9,47 £0,2 2 5,20 1,2 3,7-4.0
Pera (D’ Anjou) 22,60 +3,5 2 956+1,0" 4,4-4.7
Pera (Portuguesa) 2559 +1.2 2 6.96+48" 4,9-5,2
Pera (“red”) 13,85 +1,6 ° 8,41 +1,5° 4,1-45
Goiaba branca 46,4 0,6 * 33,6 +1,7° 3,7-3,9
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A clarificagdo dos sucos de frutas foi feita com 2 mL de polpa de cada fruta e 2 mL da pectinase (extrato bruto) (3
U/mL totais) de A. japonicus e da Pectinex a 40 °C. Os valores de clarificagdo (%) foram calculados seguindo
Rosmine et al. (2017) por transmitancia. Os valores sdo dados como média + desvio padréo de 3 repeticoes, e as
diferentes letras dentro de cada linha indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

A pectinase (extrato bruto) de A. japonicus foi superior a pectinase comercial (Pectinex)
em todas as frutas avaliadas (exceto na manga (Tommy)), onde a melhor clarificacdo foi obtida
com manga (Haden) com 85,56% (Figura 13), enquanto a Pectinex clarificou apenas 50,89%.
Com a maca (Argentina), a pectinase (extrato bruto) de A. japonicus foi 5 vezes mais eficiente
na clarificacdo do que a Pectinex, com 66,32% e 12,67% de clarificacao, respectivamente. E
nos sucos de maca (Europa), banana da terra, manga (Palmer) e goiaba branca, a pectinase
(extrato bruto) de A. japonicus apresentou 52,59%, 49,04%, 46,7% e 46,4% de clarificacao,
respectivamente, enquanto a Pectinex apresentou resultados menores ou significativamente
semelhantes (13,34%, 38,29%, 49,3% e 33,6%, respectivamente).

Na Figura 13A, observa-se a clarificacdo obtida com a polpa de manga (Haden), quando
tratada com a pectinase (extrato bruto) de A. japonicus (direita) comparada com o controle
(esquerda). A degradacao da pectina usando a mesma polpa também foi observada através de
microscopia Optica, onde verifica-se uma reducdo deste polissacarideo quando tratado com

pectinase (extrato bruto) de A. japonicus (Figura 13C).

Clarificacdo da manga CONTROLE TRATADO
(©)

Figura 13. Clarificagdo do suco de manga (Haden) pela pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. (A) Controle
(esquerda) e tratado com a pectinase de A. japonicus (direita); Polpa de manga (Haden): (B) Controle - sem
tratamento; (C) Tratado com pectinase (extrato bruto) de A. japonicus. As fotos das Iaminas foram feitas em
aumentos de 20x em microscopia Optica e coradas com vermelho de ruténio 0,002%.

O extrato enzimatico bruto de fungos possui inumeras aplicabilidades industriais e por
isso sdo muito estudados. Os extratos brutos de cultivos de Aspergillus flavipes e A. niveus por

exemplo, foram empregados na hidrdlise de cascas de laranja pelas pectinases, para producao
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de acucares utilizados na producgdo de etanol, obtendo-se 92% da solubilizacdo da casca de
laranja (Solis et al., 2009).

E diversos estudos sdo encontrados na literatura usando extratos brutos contendo
pectinases produzidas por fungos aplicadas nos processos de clarificacdo de sucos de frutas
(Nighojkar et al., 2019; Patidar et al., 2018). No tratamento do suco de caja amarelo usando a
pectinase do extrato bruto de A. niger IOC 4003, Rocha e colaboradores (2020) obtiveram 36%
de clarificacdo, e reducéo da turbidez e viscosidade de 41% e 52%, respectivamente; em estudos
de Sandri et al. (2013), a clarificacdo de suco de macé e mirtilo com a pectinase de A. niger
LB23, foi igual ou superior as pectinases comerciais, aumentando quase 20% a clarificacdo do
suco de macd; a aplicacdo dos extratos brutos de A. niger TO005007-2 e A. oryzae IPT na
clarificacdo de sucos de maca, palmito butia, mirtilo e uva, também apresentou resultados
semelhantes ou superiores aos tratamentos com pectinases comerciais (Sandri et al., 2011); os
autores de Barman et al. (2015) também estudaram a clarificacdo de suco de banana com o
extrato bruto de A. niger a 35 °C, e reportaram um aumento da clarificacdo do suco de banana
de 0,45 de absorbancia, juntamente com a reducdo da turbidez; e a pectinase de A. foetidus foi
utilizada nos processos de clarificacdo de suco de manga, onde foi aplicado no teste 20 mL de
preparacdo enzimatica bruta, e a clarificagdo méxima do suco de manga foi de 92,5% na
temperatura de 40 °C, e tempo de incubacdo de 150 min (Kumar et al., 2012).

5.4.1. Efeito do tempo de tratamento para clarificacdo do suco de manga (Haden) usando

a pectinase (extrato bruto) de A. japonicus

Quando diferentes tempos de tratamento foram avaliados na clarificacdo da polpa de
manga (Haden) usando a pectinase (extrato bruto) de A. japonicus, podemos observar que ap6s
1 h de incubacdo a porcentagem de clarificacdo a 50 °C atingiu 32,7%, enquanto a 40 °C ficou
em torno de 16,5%, e o pico de clarificacdo foi atingido com 2 h de incubagéo, onde houve
48,7% (50 °C) e 43,4% (40 °C) de clarificacdo, sem aumento apds 4 h de incubacéo (Figura
14). Portanto, 2 h de incubacdo é o suficiente para a degradagdo de toda pectina presente no
suco de manga (Haden) pela pectinase (extrato bruto) de A. japonicus, pois ndo houve diferenca

com o0 aumento do tempo de incubagéo.
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Figura 14. Diferentes tempos de tratamento para clarificagdo do suco de manga (Haden) usando a pectinase
(extrato bruto) de A. japonicus. O efeito do tempo de tratamento foi avaliado variando de 30 a 240 min, a 40 °C
(@) e 50 °C (m) usando 3 U/mL da enzima. Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

Em estudos com A. niger foram observadas diferencas significativas quando o tempo
foi aumentado de 30 para 60 min, ou seja, o efeito do tempo foi significativo para a enzima
bruta no processo de clarificacdo. A medida que o tempo de incubagdo foi elevado houve
reducdo na absorbancia do suco de banana, o que pode ser explicado pela maior taxa de

degradacéo da pectina com mais tempo de incuba¢do com a enzima (Barman et al., 2015).

5.4.2. Diferentes concentracgdes da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacio
de suco de manga (Haden)

Diferentes concentracfes da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus foram testadas em
suco de manga (Haden). Nota-se que com o aumento da quantidade de enzima ha também o
aumento da porcentagem de clarificagcdo, chegando a 41,9% na concentracdo de 3 U/mL.
Observamos que a clarificacdo foi melhor a 40 °C em baixas concentracfes da enzima,
igualando as porcentagens das duas temperaturas em maiores concentragoes da enzima (2,25 e
3 U/mL) (Figura 15).



65

50 1

404

30 A

204

Clarificacao (%)

10+

0 T T T T
0,38 0,75 1,5 2,25 3

Pectinase (U/mL)

Figura 15. Diferentes concentragdes da pectinase (extrato bruto) de A. japonicus na clarificacdo de suco de manga
(Haden). Concentragdes de 0,38, 0,75, 1,5, 2,25 ¢ 3 U/mL foram testadas a 40°C (e) ¢ 50°C (m). Os valores séo
médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

Resultados semelhantes foram reportados na literatura, onde a clarificagdo do suco de
pera foi elevada com o0 aumento na concentragdo da enzima em estudos de Gani et al. (2021),
assim como a clarificacao de suco de banana em estudos de Barman e colaboradores (2015).

Os resultados obtidos se mostram interessantes pois 0 extrato bruto contendo pectinases
de A. japonicus possui propriedades que o tornam eficiente na clarificacdo de varios tipos de
sucos, se tornando excelente candidato para uso na industria alimenticia, principalmente na
indUstria de sucos de frutas.

Parte dos resultados obtidos no capitulo 2 com o A. japonicus foram submetidos para
publicacdo no artigo intitulado: “Production and biochemical characterization of Aspergillus
japonicus pectinase using a low-cost alternative carbon source for application in the

clarification of fruit juices”.



66

6. CAPITULO 2. Purificagdo, Caracterizacio e Imobilizacdo da pectinase de Aspergillus

japonicus e aplicagdo da enzima na clarificagdo de sucos de frutas

6.1. Purificacdo da pectinase de A. japonicus

O extrato bruto de A. japonicus foi purificado em duas colunas cromatograficas, uma
coluna de troca idnica (DEAE-fractogel) cujo perfil cromatografico esta representado na
Figura 16, seguida de uma coluna hidrofébica (fenil-sepharose). O resultado obtido foi uma
semi-purificacdo com uma atividade especifica de 7,9 U/mg proteina, com fator de purificacdo
de 2,9 vezes e rendimento de 81% (Tabela 5). A fracdo do pico 1 da fenil-sepharose contendo
a pectinase semi-purificada de A. japonicus, uma poligalacturonase (PG - chamada daqui para

frente de PGAj), foi entdo reunida, dialisada e utilizada para as caracteriza¢fes posteriores.
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Figura 16. Perfil cromatografico da atividade pectinolitica de A. japonicus em coluna DEAE-Fractogel. A coluna
(2,0 x 9,0 cm) foi equilibrada com tampé&o Tris.HCI, 10 mM, pH 8,0, e eluida com um gradiente do mesmo tampéao
com 0-1 M de NaCl. Fragdes de 3,6 mL foram coletadas por tubo. Proteina 280 nm (®); atividade pectinolitica em
Abs 540nm (m).

Tabela 5. Purificagdo da pectinase extracelular de A. japonicus

PURIFICACAO v(imL) | UT | PTN | AE | % P
Controle 105 370,7 | 136,5 | 2,7 | 100,00 | 1,0
DEAE-fractogel 81 187,9 44 4,3 51 1,6
Fenil-sepharose 200 300,6 38 79 81 2,9

V: Volume da amostra (mL); UT: unidades totais; PTN: miligrama de proteinas totais; AE: atividade
especifica (U/mg de proteina); %: porcentagem de atividade enzimatica; P: fator de purificacao.
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Vérias pectinases fangicas tém sido purificadas com diferentes métodos e rendimentos.
A pectinase de A. terreus foi semi-purificada por cromatografia de troca ionica e exclusdo
molecular, com um rendimento de 80% (Vaz et al., 2020); estudos de Anand et al. (2017)
purificaram uma poligalacturonase de A. niger com 2 passos, precipitacdo com acetona e coluna
de CM-celulose, obtendo 15,3 vezes de purificagdo, mas com um rendimento de apenas 1,2%;
a pectina metilesterase de A. tubingensis foi purificada 20,3 vezes com recuperacéo de 47,7%
em dois passos: CM-Celulose e Sephadex G-100 (Patidar et al., 2017); e a pectina liase de
Aspergillus terricola foi purificada em cromatografia de troca iénica e gel filtracdo, com um
rendimento de 45% (Yadav et al., 2009).

6.1.1. Determinacdo do grau de pureza da pectinase semi-purificada de A. japonicus
(PGA))

6.1.1.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE),

condic¢bes nativas (PAGE) e Zimograma

A PGA| foi analisada em gel SDS-PAGE 15% para verificar sua massa molecular e sua
atividade em gel correspondente (Figura 17B). A massa molecular da subunidade de PGA] foi
de aproximadamente 40 kDa. Através de um zimograma no mesmo gel, foi possivel confirmar
a presenca de pelo menos uma forma de poligalacturonase com alta atividade enzimatica
(Figura 17B). Para verificar a homogeneidade da enzima semi-purificada foi feito um PAGE
10% que revelou uma Gnica banda de proteina (Figura 17C). A coloracdo da atividade da PGA]j
também foi realizada pela incorporacdo de pectina citrica no gel PAGE nativo, onde uma zona
clara foi obtida (Figura 17D).
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Figura 17. Perfil eletroforético da pectinase semi-purificada (PGAj). (A) marcador de massa molecular (BioRad
1610363); (B) gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% de PGA] e analise de zimograma (25 pg de cada um); (C)
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PAGE 10% (50 pg); (D) zimograma em PAGE 10% (10 pg). Os géis foram corados com nitrato de prata (Blum
et al., 1987), o marcador com Coomassie Brilliant Blue (0,1%), e o zimograma com vermelho de ruténio (0,05%).

As massas moleculares de pectinases purificadas de fungos e bactérias variam de 35
kDaa 115 kDa (Vaz et al., 2020). De acordo com Hamdy (2005), tal variacdo pode ser atribuida
ao fato de que as pectinases séo glicoproteinas e, portanto, a variacdo na glicosilacéo pode levar
a um aumento da massa molecular.

Um estudo anterior em A. japonicus também utilizando uma coluna de troca i6nica,
seguida de fenil-sepharose para purificagdo, mostrou duas poligalacturonases (PG 1 e Il) com
massas moleculares de 38 kDa e 65 kDa, respectivamente (Semenova et al., 2003). Estudos em
outras especies de fungos mostraram massas moleculares de pectinases proximas as
encontradas no presente estudo, por exemplo: 50 kDa (Vaz et al., 2020), 37 kDa (Cheng et al.,
2016; Yuanetal., 2011), 42 kDa (Sassi et al., 2016), 66,2 kDa (Ma et al., 2016), 45 kDa (Tounsi
etal., 2016) e 34 a 42 kDa (Barman et al., 2015).

6.1.1.2. Cromatografia liquida com espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)

Na cromatografia liquida com espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) foram
encontradas diferentes proporcdes de 9 pectinases (Tabela 6), onde o maior IBAQ e
concentracdo (% de cobertura) encontrados foram da poligalacturonase de Aspergillus
japonicus CBS 114.51 - XP_025523629.1 (iIBAQ =9.424.900, 38,1% de cobertura) com peso
molecular de 29,99 kDa, e da pectina liase de Aspergillus japonicus CBS 114.51 -
XP_025524673.1 (iBAQ =1.645.400, 27,6% de cobertura) com peso molecular de 34,024 kDa.

Tabela 6. Identificacdo de diferentes pectinases da amostra semi-purificada de A. japonicus
(LC-MS/MS)

MS dados ]
Nome da Proteina Organismo
# % PM Prot ID mais proximo
pep. cob. (kDa) iBAQ (top hit)
Poligalacturonase 8 38,1 | 29,99 9.424.900 XP_025523629.1 Aspergillus
japonicus CBS
114.51
Poligalacturonase 5 19,6 | 38,57 15.395 XP_025502337.1 Aspergillus
aculeatinus
CBS 121060
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Exo- 10,8 | 47,43 224.020 XP_025499149.1 Aspergillus

poligalacturonase aculeatinus
CBS 121060

pectina liase 27,6 | 34,02 1.645.400 XP_025524673.1 Aspergillus
japonicus CBS
11451

pectina liase 23,2 | 41,94 775.980 XP_025524524.1 Aspergillus
japonicus CBS
114.51

pectina liase 5,6 110,28 95.806 XP_025523724.1 Aspergillus
japonicus CBS
11451

Pectinesterase 12,4 | 35,68 875.590 XP_025530183.1 Aspergillus
japonicus CBS
114.51

alpha-L- 6,5 71,33 40.991 XP_025524841.1 Aspergillus

rhamnosidase A japonicus CBS
114.51

Rhamnoga- 6,1 56,11 20.811 XP_025528748.1 Aspergillus

lacturonato liase A

japonicus CBS
114.51

Legenda: # pep. = nimero de hits de peptideos Unicos; % cob. = porcentagem de cobertura de sequéncia de
aminodcidos de proteinas identificadas; PM (kDa) = peso molecular em kDa; iBAQ = composi¢do molar.

6.2. Caracterizacdo bioquimica da PGA]

6.2.1. Efeito do pH e da temperatura na atividade da PGA]j

A enzima semi-purificada apresentou atividade maxima em tampéo Mcllvaine pH 4,0 e

manteve 72% de atividade em pH 4,5. Para os valores abaixo e acima destes observamos uma

queda de mais de 50% (Figura 18). O pH 6timo do extrato bruto também foi 4, mas em pH de

3-5,5 a enzima ainda manteve 50% da sua atividade, ou seja, a pectinase diminuiu sua tolerancia

em diferentes pHs apds a purificacéo.
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Figura 18. Efeito do pH na atividade da PGA)j. A atividade foi determinada em diferentes pHs (3,0 —9,0) utilizando
4 tampdes (Mcllvaine, acetato de sddio, Hepes e Trizma). As atividades relativas foram calculadas como uma
porcentagem da atividade méxima. Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

A PGA|] teve sua atividade 6tima entre 50 e 55 °C, sendo observada uma queda gradual
com o0 aumento da temperatura, assim como em temperaturas menores (Figura 19). O extrato
bruto de A. japonicus teve sua temperatura 6tima de 60 a 65 °C, ou seja, ap0s a purificacdo a
temperatura 6tima da pectinase diminuiu para 50-55 °C, perdendo 50% da sua atividade a 65
°C.

100 A
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Figura 19. Efeito da temperatura na atividade da PGA|j. A atividade enzimética foi determinada em temperaturas
com variacOes entre 40 e 70 °C, nas condigdes 6timas preestabelecidas. As atividades relativas foram calculadas
como uma porcentagem da atividade maxima. Os valores sdo médias * desvios padrdo de 3 repeti¢des.
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Existem muitos estudos envolvendo caracterizagdo bioguimica de poligalacturonases
purificadas de Aspergillus sp. que mostram resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho, tais como: pH 4,0 com Calonectria pteridis (Azar et al., 2020); pH 4,0 e 55 °C com
Aspergillus carbonarius (Devi & Rao, 1996); pH 4,5 — Aspergillus kawakii (Contreras-Esquivel
& Voget, 2004); A. niger —pH 4,6 (Dinu et al., 2007); pH 3,9 e 50 °C — Penicillium frequentans
(Chellegatti et al., 2002); pectinases de A. japonicus com pHs variando de 4,0 - 5,5 (Semenova
et al., 2003).

6.2.2. Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da enzima

A estabilidade da PGA|] foi avaliada em diferentes pHs, sendo observado que a enzima
ficou parcialmente estavel durante 4 h em pHs 4,0, 5,0 e 6,0, mantendo aproximadamente 75%
da atividade apds 24 h. Em pH 3,0 a enzima teve uma queda de 40% na atividade ap6s 1 h, e

apos 24 h ficou com 20% da atividade inicial (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do pH na estabilidade da PGA]j. A PG foi incubada em pHs variando de 3,0 — 6,0 durante um

periodo de até 24 h. Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a dosagem de atividade enzimatica
residual conforme o item 4.4.

Para avaliar os efeitos da temperatura na estabilidade, a enzima foi submetida a ensaios
nos quais foi dosada a atividade da PGA]j apos um periodo de incubacdo a 50 e 55 °C (Figura
21). Podemos observar que a 50 °C a enzima foi estavel, mantendo 83% de atividade durante
20 min, atingindo sua meia-vida ap6s 2 h de incubagdo, mantendo 33% de atividade apds 4 h.

A 55 °C, a meia-vida da enzima foi atingida logo nos primeiros 10 min (52%), mantendo a
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atividade nessa faixa até 1 h de incubacdo, posteriormente caindo gradativamente com o
aumento no tempo de incubag&o até atingir 33% apds 4 h.
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Figura 21. Efeito da temperatura na estabilidade da PGA)j. A enzima foi incubada a 50 e 55 °C durante um periodo
de até 4 h. Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a dosagem de atividade enzimatica residual
conforme o item 4.4. Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticoes.

Enzimas pectinoliticas fngicas normalmente apresentam maior estabilidade em meio
acido, como a PGA]j. Alguns exemplos sdo: a exo-poligalacturonase de Penicillium
janthinellum sw09 que mostrou uma enzima mais estavel em pH 6,0, com 90% - 100% da
atividade residual, em uma faixa de pH de 4,0 — 8,0 (Ma et al., 2016); a endo-PG de Penillicium
sp. mostrou-se acidofilica e estavel, em uma faixa de pH de 4,0 — 5,0 (Yuan et al., 2011); a
endo-PG de A. awamori também néo foi estavel abaixo de pH 4,0 (Nagai et al., 2000); as PGs
de A. japonicus (PG | e Il) foram relativamente instaveis em altas temperaturas, ambas
perderam mais de 50% de sua atividade durante 5 min a 50 °C. A 30 °C, a PG Il reteve 90% de
sua atividade apds 3 h de incubacdo, e a PG | perdeu 40% de sua atividade apds 1 h de incubacéo
(Semenova et al., 2003); a PG semi-purificada de A. terreus atingiu sua meia-vida com 2 h de
incubacéo a 40 °C (Vaz et al., 2020).

O pH ideal das pectinases fungicas em uma faixa acida é uma caracteristica importante
para seu uso nas indudstrias de sucos, pois segundo Awasthi (2011) a viscosidade de solucgdes
coloidais da pectina diminui na faixa do pH acido, por isso tém sido estudadas para serem

usadas na extracéo e clarificacdo de sucos de frutas por diversos autores.
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6.2.3. Especificidade da PGA]
A enzima teve sua melhor atividade com pectina citrus (8,45 £1,6 U/mg proteina, que
foi considerado 100%), seguida da pectina de maca (47% +21,2) e acido poligalacturdnico

(20% £1,2) (Tabela 7). Para todos os outros substratos testados a atividade pectinolitica ndo
foi detectada.

Tabela 7. Especificidade ao substrato da PGA]j

Substratos (1 %) Atividade relativa

(%)
Pectina citrus 1002
Pectina de maca 47 £21.2°
Acido poligalacturénico 20 +1.2°
Xilana de bétula ND
Xilana de aveia ND
Amido ND
Sacarose ND
Caseina ND

As dosagens pectinoliticas foram realizadas conforme item 4.4. AR (%): A atividade relativa foi calculada usando
a maior atividade enziméatica como 100%. Os valores sdo meédias + desvios padrdo de 3 repeti¢Ges; e as médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05); ND: ndo detectado.

Alguns estudos na literatura mostram pectinases com diferentes afinidades de acordo
com a porcentagem de esterificagdes dos substratos, como: a PG de A. awamori CICC 2040
teve a pectina como o melhor substrato para sua atividade (Adedeji & Ezekiel, 2019); a endo-
PG de Penicillium sp. mostrou 100% para o acido poligalacturénico, seguido por pectinas com
diferentes niveis de esterificacdo: 77,5%, 19,4% e 9% de atividade relativa para pectinas de
34%, 70% e 85% de esterificacdes, respectivamente (Yuan et al., 2011).

6.3. Aplicacdo da PGAj na clarificacéo de sucos

A capacidade da PGA]j em clarificar diferentes sucos de frutas foi avaliada com 13 frutas

(Tabela 8). Podemos observar que a melhor clarificagdo obtida foi com a polpa de suco de
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manga (Palmer) (Figura 22), onde houve um aumento de 65% na clarificacdo do suco, cujo
resultado foi superior ao obtido usando a pectinase comercial Pectinex (49%). A manga
(Tommy) foi clarificada em 41% usando a PGA|, e somente 21% usando a Pectinex. O suco de
goiaba branca foi melhor clarificado (40%) a 50 °C com a PGA|j, semelhante ao resultado da
Pectinex (37%). A banana nanica teve uma porcentagem de clarificagéo de 11% com a PGA]j e
15,6% com a Pectinex. Para magé gala houve uma clarificagao de 9,4% com a PGA.

No entanto, a acerola e o mamao tiveram baixas porcentagens de clarificacéo,
possivelmente porque estas polpas ndo sao muito viscosas. Também foram testados sucos de
guavira, laranja, meldo, ponkan, uva isis e uva vitoria, mas ndo houve clarificacdo, as polpas
sem tratamento (controles) tinham quase 100% de transmitancia, impossibilitando deteccéo de

clarificacdo nos tratamentos.

Tabela 8. Clarificacdo de sucos de frutas com a PGA] e pectinase comercial Pectinex

CLARIFICACAO DOS SUCOS DE FRUTAS (%)

FRUTAS EM NATURA 40 °C 50 °C pH dos sucos
PGAj Pectinex PGA]j Pectinex
ACEROLA 2,4+0,1° ND 2,2 + 0,042 ND 3,5-3,7
BANANA NANICA 10,8+0,3* 156+05 | 7,4+0,3¢ 155+0,3° 4,8-5,5
GOIABA BRANCA 299+24> 336+1,7% | 402+1,3* 37,1+1,0%® 3,7-3,9
MACA GALA 9,4 0,72 ND 5,8 + 3,9 ND 4,0-4,3
MAMAO 1,7+0,42 ND 1,1+0,52 ND 4,1-5,0
MANGA PALMER 65,5+0,1* 493+18° | 654+12* 515+0,1° 4,1-45
MANGA TOMMY 41,1+0,9° 212+1,4° | 427+14* 206+0,1° 3,7-3,9

A clarificacdo dos sucos de frutas foi feita com 2 mL de polpa de cada fruta e 2 mL da PGAj (3 U/mL totais) e
da Pectinex. Legenda: ND - ndo determinado. Os valores de clarificagdo (%) foram calculados seguindo Rosmine
et al. (2017). PGA]j - poligalacturonase semi-purificada de A. japonicus; Pectinex - pectinase comercial. Os
valores sdo dados como média + desvio padréo de 3 repeticoes e as diferentes letras dentro de cada linha indicam
diferencas significativas (p < 0,05).

Os resultados obtidos foram significativamente semelhantes nas duas temperaturas de

incubacéo testadas, com excecéo das clarificagdes obtidas com banana nanica e goiaba branca.
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Na Figura 22, observa-se a clarificacdo da polpa de manga (Palmer), quando tratada com a
PGA] (direita) comparada com o controle (esquerda).

Figura 22. Clarificagdo do suco de manga (Palmer) usando PGA]. A polpa da manga foi extraida e peneirada sem
adicéo de 4gua. Amostras de polpa (2 mL) foram incubadas por 4 h sob agitagdo (140 rpm) com 3 U/mL de PGA]j
(2:1, v/v). O mesmo volume de polpa também foi incubado com enzima inativada e utilizado como controle. O
suco de controle e tratado com PGA]j foram fervidos, centrifugados a 10000 g por 20 min em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi utilizado para determinar a claridade do suco, por meio da medida de transmitancia (650 nm)
utilizando um espectrofotdmetro Genesys 10S UV-vis, tomando agua destilada como branco.

Vérios estudos da agdo de enzimas na clarificacdo de sucos de frutas sao reportados na
literatura (Ezeh et al., 2023; Garzon et al., 2021; Gani et al., 2021; Rocha et al., 2020; Patidar
et al., 2020; Vaz et al., 2020; Nighojkar et al., 2019; Infante, 2019; Adedeji & Ezekiel, 2019;
Amin et al., 2019; Cheng et al., 2016), onde sdo avaliados parametros como viscosidade,
turbidez, rendimento e clarificagdo com diferentes metodologias.

O trabalho de Ezeh et al. (2023) reportou a clarificacdo de suco de macé onde a pectinase
de Yarrowia phangngaensis gerou percentuais de reducdo de turbidez e claridade de 39,33% e
59,84%, respectivamente; estudos de Gani et al. (2021) mostraram uma variagédo entre 38,80%
e 91,10% de clarificacdo em suco de pera, cujas condi¢cdes Gtimas de processamento para
extragdo assistida por pectinase foram concentracdo de 1,90% da enzima, temperatura de
incubacdo de 30 °C e tempo de incubagdo de 120 min; estudos de Sandri & Silveira (2018)
reportaram um tratamento enzimatico de suco de morango com a pectinase de A. niger que
reduziu 60% dos niveis de turbidez e 40% na viscosidade das amostras tratadas; uma pectinase
imobilizada de A. aculeatus para a clarificacdo do suco de mac¢d onde houve diminui¢do da
absorbancia de 97,22% e de umbu de 45,52% (de Oliveira et al., 2018); uma endo-
poligalacturonase acida de Penicillium oxalicum que aumentou a transmitancia de luz da polpa
de mamao em 29,5% (Cheng et al., 2016).
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6.3.1. Efeito do tempo de tratamento para clarificacdo do suco de manga (Palmer) usando
aPGA]

No tratamento da polpa de manga (Palmer) em diferentes tempos de tratamento usando
a PGA]j podemos observar que com 2 h de incubagéo houve entre 30 e 40% de clarificagéo,
chegando a 65% apds 4 h (Figura 23).
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Figura 23. Diferentes tempos de tratamento para clarificacdo do suco de manga (Palmer) usando a PGA)j. O efeito
do tempo de tratamento foi avaliado variando de 30 a 240 min a 40 °C (e) e 50 °C (m) usando 3 U/mL da enzima.
Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

Um estudo semelhante, com diferentes tempos para o tratamento de suco de banana,
com a pectinase parcialmente purificada de A. niger, teve o melhor resultado com 60 min de
incubacdo, porém o resultado ndo mostrou diferenca significativa do tratamento de 30 min
(Barman et al., 2015), semelhante ao resultado do presente estudo. Portanto, para Barman e
colaboradores, o aumento do tempo de incubacdo nao teve efeito significativo no processo de
clarificacdo até 60 min. No entanto, nossos resultados demonstraram que com mais tempo

houve uma melhor clarificacdo do suco de manga (Palmer), triplicando a porcentagem obtida.

6.3.2. Diferentes concentrac6es da PGA]j na clarifica¢éo de suco de manga (Palmer)

Na avaliagéo da influéncia da concentracdo de enzima, nota-se que com 0 aumento da

concentracdo ha também o aumento da porcentagem de clarificagdo, chegando a 65% na
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concentracdo de 3 U/mL. N&o houve diferenca significativa quando usado 40 ou 50 °C nos
testes. (Figura 24).
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Figura 24. Diferentes concentracdes da PGA] na clarificacdo de suco de manga (Palmer). Concentraces de 0,38,
0,75, 1,5, 2,25 ¢ 3 U/mL foram testadas a 40 °C (@) ¢ 50 °C (m) durante 4 h de incubagdo. Os valores sdo médias
* desvios padréo de 3 repeticdes.

Semelhante ao resultado obtido no presente estudo, a clareza do suco de pera aumentou
significativamente com o aumento na concentracdo da pectinase em estudos de Gani et al.
(2021); a PG de A. niger ANO7 aumentou a clarificagdo do suco de roma de 6,8% para 24,6%
a 30 °C, com o0 aumento na concentracdo de PG de 0 para 80 U (Patidar et al., 2020); Sudeep
et al. (2020) também aumentaram a transmitancia do suco de laranja com o aumento da
concentracdo de pectinase (0%; 0,25%; 0,5%; 0,75%; 1%); a influéncia da concentracdo de
enzima também foi demonstrada na clarificacdo de suco de pitaia, onde houve uma reducéo
significativa da turbidez e da viscosidade com o aumento da concentragédo de pectinase (Minh,
2020).

6.4. Imobilizacdo da PGAj usando alginato de calcio

6.4.1. Efeito da concentracéo de CaClz na imobilizagéo da PGA]j

A imobilizacdo da PGA] foi obtida com baixas concentracbes de cloreto de célcio,

atingindo um pico com 0,1 M, decaindo em concentragdes superiores (Figura 25).
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As propriedades gelificantes do alginato de sodio sdo baseadas nas interagcbes com ions
multivalentes. Entre os diferentes fons, o Ca®* tem a maior afinidade pela solugio com o
alginato. A ligacdo idnica formada para este ion e 0s grupos carboxilicos do alginato de sodio
levam a formacdo mecanicamente estavel de redes do gel alginato por um processo auto-
cooperativo com um vizinho proximo (de Oliveira et al., 2018). Devido a esse mecanismo 0s
efeitos da concentracdo do CaCl; e de alginato de sodio na imobilizagdo da pectinase foram
estudados.
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Figura 25. Efeito de diferentes concentracdes de cloreto de calcio na imobilizacdo da PGA|. A reacdo foi realizada
com alginato de sodio 4% em concentragdes de 0,03 - 0,8 M de CaCl,, em temperatura ambiente, durante 2 h sob
agitacdo. Os valores sdo médias + desvios padrao de 3 repeticGes.

Os resultados na literatura sobre o efeito da concentracdo de CaCl, na imobilizacdo de
enzimas séo diversos. Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram reportados por
de Oliveiraet al. (2018), onde foi demonstrado que menores concentragdes de CaCl, resultaram
em melhores rendimentos na imobilizacdo da pectinase de Aspergillus aculeatus. Para a endo-
xilanase de Geobacillus stearothermophilus, 0,4 M de CaCl; foi a melhor concentracao (Bibi
et al., 2015) e a pectinase de B. licheniformis teve melhor imobilizacdo com 0,2 M de CaCl;
(Rehman et al., 2013).

6.4.2. Efeito da concentracdo de alginato de sodio na imobilizacdo da PGA]j
A melhor concentracdo para imobilizacdo da PGA|j foi 2% de alginato de sédio, usando

0,1 M de CaCl> (Figura 26). Resultado semelhante foi reportado por de Oliveira e

colaboradores (2018), onde a melhor concentracdo de alginato de sodio para imobilizagdo da
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pectinase de A. aculeatus foi 1,5%. Bibi et al. (2015) tiveram 4% como a melhor concentragédo
para a imobilizacdo da endo-xilanase de G. stearothermophilus, onde observamos semelhanca
também como o resultado obtido neste estudo em concentragcdes mais altas.

A determinacdo da concentracdo adequada de alginato de sodio é fundamental para
maximizar o rendimento e efetividade da imobilizacdo, pois quanto maior a concentragdo de
alginato de sddio menores serdo os poros do alginato de célcio formado, dificultando o acesso
do substrato ao sitio ativo da enzima aprisionada. No entanto, uma baixa concentracdo pode
resultar em esferas macias e frageis com poros largos que facilitam a lixiviacdo da enzima na

etapa de lavagem (de Oliveira et al., 2018).

1007

Atividade relativa (%)

1 2 2,5 3 3,5 4 4.5

Alginato de sédio (% )

Figura 26. Efeito de diferentes concentracdes de alginato de sodio na imobilizacdo da PGA|. A reacdo foi feita
com concentragdes de alginato de sddio de 1 - 4,5% com 0,1 M de CaCl,, em temperatura ambiente, durante 2 h
sob agitacdo. Os valores sdo médias + desvios padrédo de 3 repeti¢des.

6.4.3. Reuso da PGAj imobilizada

A PGAj imobilizada manteve 100% de atividade ap0s 6 ciclos de reacdo usando pectina
1% como substrato, conforme mostrado na Figura 27. A reutilizacdo de uma enzima é um fator
chave para seu custo-beneficio industrial por ser um dos parametros que determina a viabilidade

financeira de um bioprocesso (de Oliveira et al., 2018).
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Figura 27. Reuso da PGAj imobilizada. AR (%): A atividade residual foi calculada usando o primeiro ciclo como
100%. Os valores sdo médias + desvios padréo de 3 repeticGes.

O resultado do presente estudo se mostra melhor que o da pectinase de A. aculeatus que
perdeu 20% da sua atividade no terceiro ciclo de reuso e 70% ap0s a oitava repeticdo (de
Oliveira et al., 2018).

Os resultados obtidos se mostram interessantes pois a PG de A. japonicus possui
propriedades que a tornam eficiente na clarificacdo de varios tipos de sucos, se tornando
excelente candidata para uso na industria alimenticia.

Parte dos resultados obtidos no capitulo 2 com o A. japonicus foram publicados no artigo
intitulado “Polygalacturonase from Aspergillus japonicus (PGAj): Enzyme production using
low-cost carbon source, biochemical properties and application in clarification of fruit juices”
que esta em anexo ao final desta tese e também pode ser através do link
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818121003297?via%3Dihub.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818121003297?via%3Dihub
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7. CAPITULO 3. Producdo, purificacdo e caracterizagdo da pectinase de Thermoascus

aurantiacus

7.1. Producéo de pectinase por T. aurantiacus usando diferentes substratos de baixo custo

— cultivo submerso (SC) e em estado s6lido (SSC)

Analisando os resultados de producdo de pectinase por T. aurantiacus podemos
observar que a produc¢éo foi muito maior em SSC do que em SC (Tabela 9). Em SC a casca de
maracuja (0,26 +0,03 U/mL) e a erva-mate de tereré grossa (0,22 +0,02 U/mL) foram as
melhores indutoras de producéo da enzima. As melhores fontes de carbono em SSC foram a
palha de milho (28,2 U/g de substrato seco ou 2,82 +0,01 U/mL), seguida da farinha de
mandioca de Rondonopolis/MT (26,7 U/g de substrato seco ou 2,67 0,09 U/mL), farinha de
mandioca grossa do Paréa (19,1 U/g de substrato seco ou 1,91 +0,54 U/mL), erva-mate fina de
chimarrdo usada (16,7 U/g de substrato seco ou 1,67 £0,10 U/mL), farinha de mandioca de
Furnas do Dionisio/MS e farinha de trigo (14,8 U/g de substrato ou 1,48 +0,37 U/mL).
Destacamos a boa producdo de pectinase por T. aurantiacus usando farinha de mandioca de
Rondondpolis/MT e erva-mate fina de chimarrdo usada, que sao fontes regionais. A farinha de
mandioca de Rondondpolis/MT foi o substrato selecionado para dar continuidade no trabalho.

Tabela 9. Producdo de pectinase por T. aurantiacus usando diferentes substratos de baixo custo

Cultivo submerso Cultivo em estado
SUBSTRATOS | Agitado Estacionario solido

U/Mi U/mL U/g de substrato seco
1-CL 0,05 +0,05%" 0,00 +0,00 Nd
2-BL 0,02 +0,019" 0,02 +0,01° Nd
3-CM 0,26 +0,03? 0,02 +0,00°« 0,3 +0,04f
4- CEL 0,20 +0,023cd 0,002 +0,00¢ 11,2 +0,17Pcde
5- EMFC 0,11 +0,01° 0,05 +0,01%d 4,7 +0,02°
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6- EMTMF 0,00 +0,00" 0,08 +0,112% 11,2 +0,32bcde
7-EMTG 0,22 +0,02% 0,05 +0,023bcd 7,0 £0,120%f
8- EMFCUS 0,12 +0,02¢¢¢f 0,06 +0,0230cd 16,7 +0,10
9- EMTMFUS 0,14 +0,03Pcdef 0,08 +0,012% 2,2 +0,01°f
10- EMTGUS 0,17 +0,033%cde 0,06 +0,0130<d 10,2 +0,19Pc%®
11- FFD 0,00 +0,00 0,03 +0,02° 14,8 0,37
12- FR 0,07 +0,02%" 0,02 +0,01°« 26,7 +0,092
13- FGP 0,00 +0,00 0,04 +0,072bd 19,1 +0,54%
14- FGC 0,05 0,029" 0,02 +0,01° 3,9 +0,02°f
15- FM 0,00 £0,00 0,06 +0,02%¢ 0,01 0,00
16- FGCSA 0,20 +0,022bcde 0,05 +0,012bcd 4,1 +0,08°
17-FT 0,11 +0,01¢%9 0,10 +0,02? 14,8 +0,44°%
18- G 0,21 0,022 0,00 +0,00 Nd

19- BCE 0,00 +0,00 0,01 +0,01% 0,5+0,01f

20- PM 0,03 +0,009" 0,08 +0,04% 2,82 +0,01°
21-FS Nd Nd 7,4 +0,05°%f
CV (%) 19,57 38,26 21,47

O T. aurantiacus foi crescido em SC por 96 h e em SSC por 120 h, ambos a 40 °C. Abrevia¢Ges dos substratos
(1%): casca de laranja em p6 (1-CL); bagaco de laranja em p6 (2-BL); casca de maracuja em po (3-CM); casca
extrusada de laranja (4-CEL); erva-mate fina de chimarrdo (5-EMFC); erva-mate de tereré media fina (6-
EMTMF); erva-mate de tereré grossa (7-EMTG); erva-mate fina de chimarrdo usada (8-EM5US); erva-mate de
tereré média fina usada (9-EM6US); erva-mate de tereré grossa usada (10-EM7US); farinha de mandioca de
Furnas do Dionisio/MS (11-FFD); farinha de mandioca de Rondonépolis/MT (12-FR); farinha de mandioca
grossa do Para (13-FGP); farinha de mandioca grossa Cuiabana/MT (14-FGC); farinha de milho (15-FM);
farinha de mandioca grossa Cruzeiro do Sul/Acre (16-FGCSA); farelo de trigo (17-FT); glicose (18-G); bagago
de cana explodido (19-BCE); palha de milho (20-PM) e farinha de soja (21-FS). Legenda: Nd — atividade ndo
determinada. Os valores sdo médias + desvios padréo de 3 repeticdes, e as médias seguidas da mesma letra na
coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Martins et al. (2002, 2006, 2007, 2012) usaram diversos substratos de baixo custo
como, casca de laranja, casca de maracuja, bagaco de laranja, farelo de trigo, residuo liquido
de suco de laranja e pectina citrica para producdo de poligalacturonases em SC e SSC por T.
aurantiacus; casca de maracuja triturada e pelicula da améndoa de caju em SSC também
foram reportadas como substrato para producdo de poligalacturonase por T. aurantiacus
(Pinto et al., 2006). O fungo termofilico A. fumigatus foi isolado de casca de laranja, crescido
em SSC com farelo de trigo para producéo de pectinase e poligalacturonase também a 50 °C
(Phutela et al., 2005). Farelo de trigo e bagaco de laranja foram usados para produzir
poligalacturonase por Thermomucor indicae-seudaticae em SC e SSC (Martin et al., 2010) e
por Rhizomucor pusillus em SC (Trindade et al., 2016).

7.2. Efeito do tempo de crescimento para producado de pectinase por T. aurantiacus

A curva de tempo de crescimento do T. aurantiacus mostrou um pico de producéo da
enzima em 96 h de cultivo usando farinha de Rondon6polis/MT como substrato em SSC, a 40
°C, com uma atividade de 25,45 +0,60 U/g de substrato seco (Figura 28).
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Figura 28. Efeito do tempo de crescimento para producdo de pectinase por T. aurantiacus. O fungo cresceu em
SSC contendo farinha de mandioca de Rondonépolis/MT como substrato em condicdo estacionaria a 40 °C por
um periodo variando de 24 a 192 h. Os valores sdo médias + desvios padrdo de 3 repeticdes.

A exo-poligalacturonase de R. pusillus também teve sua maior producdo em 96 h de

cultivo (Trindade et al., 2016); T. aurantiacus de Martins et al. (2002) teve produ¢do maxima



84

de poligalacturonase entre 72 e 96 h de cultivo com pectina comercial e 120 h de cultivo com

residuo de suco de laranja; e A. fumigatus produziu pectinases com 48 - 72 h de crescimento
(Phutela et al., 2005).

7.3. Caracterizacao bioquimica da pectinase de T. aurantiacus
7.3.1. Efeito do pH na atividade da pectinase

A pectinase de T. aurantiacus apresentou atividade méxima em tamp&o Mcllvaine pH
4,0 (Figura 29), e manteve aproximadamente 50% de atividade até o pH 9,0. Uma vez que a

enzima suporta ampla faixa de pH, do acido ao alcalino, esta poderia ser uma excelente

candidata para diversas aplicacdes.
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Figura 29. Efeito do pH na atividade da pectinase de T. aurantiacus. A atividade foi determinada em diferentes
pHs (3,0 —9,0) utilizando 3 tampdes (Mcllvaine, Hepes e Trizma), nas condigdes 6timas preestabelecidas a 50 °C.
As atividades relativas foram calculadas como uma porcentagem da atividade maxima. Os valores sdo médias +
desvios padrdo de 3 repeticdes.

Pectinases produzidas por fungos termofilos com resultados semelhantes s&o
estudadas por diversos autores: R. pusillus — pH 4,5 (Trindade et al., 2016); A. fumigatus — pH
4,0 (pectinase) e pH 5,0 (poligalacturonase) (Phutela et al., 2005); pH 5,0 para PG de
Thermomucor indicae-seudaticae, e pectina liase e exo-PG de T. aurantiacus 179-5 (Martin
et al., 2010; Martins et al., 2012).
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7.3.2. Efeito da temperatura na atividade da pectinase de T. aurantiacus

A temperatura 6tima da pectinase de T. aurantiacus foi 70 °C, mantendo ainda 50% de
atividade em todas as outras temperaturas testadas (Figura 30). Este resultado se mostra muito
interessante pois 0 uso de enzimas em processos industriais pode exigir que as reagdes sejam
conduzidas em altas temperaturas a fim de melhorar a produtividade e reduzir a contaminagao
microbiana (Ortega et al., 2004). Com isso, altas temperaturas séo comumente empregadas em
varios processos industriais para diferentes prop6sitos, e na maioria desses processos, 0 material
submetido ao aquecimento precisa ser resfriado antes do tratamento enzimatico. Assim, 0 uso
de pectinases tolerantes em altas temperaturas como a pectinase de T. aurantiacus, poderiam

eliminar a etapa de resfriamento, diminuindo os custos finais do processo (Brienzo et al., 2009).
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Figura 30. Efeito da temperatura na atividade da pectinase de T. aurantiacus. A atividade enzimética foi
determinada usando tampdo Mcllvaine pH 4,0 em temperaturas entre 40 e 75 °C, nas condigdes &timas
preestabelecidas. As atividades relativas foram calculadas como uma porcentagem da atividade méxima. Os
valores sdo médias + desvios padréo de 3 repeticdes.

Existem muitos estudos de caracteriza¢do bioquimica de pectinases de termofilos que
mostram temperaturas 6timas na faixa de 50 - 80 °C (Vieille & Zeikus, 2001), por exemplo as
poligalacturonases de R. pusillus e de T. aurantiacus tiveram sua atividade otima a 60 °C
(Trindade et al., 2016; Martins et al., 2012).
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7.4. Purificacdo enzimatica da pectinase de T. aurantiacus

Um volume de 49 mL de extrato bruto contendo a pectinase extracelular de T.
aurantiacus foi aplicado em uma coluna de troca idnica DEAE-fractogel (2,0 x 11,0 cm)
equilibrada com tampéo Tris.HCI 10 mM pH 8,0, cujo perfil cromatografico esta representado
na Figura 31. Assim, o pico 2 contendo a maior parte da atividade da pectinase foi aplicado em
coluna de filtragdo Sephacryl S-200 (1,0 x 86 cm) equilibrada com tampao Tris.HCI 50 mM pH
7,0 contendo 150 mM de NaCl (Figura 32), cujo resultado obtido foi uma purificagdo com uma

atividade especifica de 75,7 U/mg proteina, com fator de purificacdo de 10 vezes e rendimento

de 21% (Tabela 10).
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Figura 31. Perfil cromatogréafico da pectinase de T. aurantiacus em coluna DEAE-Fractogel. A coluna (2,0 x 11,0
cm) foi equilibrada com tampao Tris.HCI 10 mM pH 8,0 e eluida com um gradiente do mesmo tampao com 0-2
M de NaCl. FracOes de 3,6 mL foram coletadas por tubo. Proteinas 280 nm (e); atividade pectinolitica (m).
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Figura 32. Perfil cromatogréafico da pectinase de T. aurantiacus em coluna Sephacryl S-200. A coluna (1,0 x 86
cm) foi equilibrada com tamp&o Tris.HCI 50 mM pH 7,0 contendo 150 mM de NaCl e eluida no mesmo tampao.
FracGes de 3,2 mL foram coletadas por tubo. Proteina 280 nm (e®); atividade pectinolitica (m).



Tabela 10. Purificacdo da pectinase de T. aurantiacus

PURIFICACAO vimL) | UT | PTN | AE | % | P
Controle 49 | 827 | 108 | 76 | 100 | 1.0
DEAE-Fractogel 31 | 474 | 108 | 440 | 57.3 | 58
Sephacryl S-200 29 10,

174 | 023 | 757 | 210 | 0
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V: Volume da amostra (mL); UT: unidades totais de atividade enzimética; PTN: proteinas totais; AE: atividade
especifica (U/mg de proteina); %: porcentagem de atividade enzimatica; P: fator de purificag&o.

Testes para avaliar o grau de pureza da enzima poderdo ser feitos futuramente e

posteriormente caracterizacao e aplicacdo da pectinase na clarificacdo de sucos de frutas.
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8. CONCLUSAO

Neste estudo, a pectinase de Aspergillus japonicus e Thermoascus aurantiacus foram
produzidas utilizando residuos/produtos agroindustriais (casca de maracuja e farinha de
mandioca de Rondonopolis/MT como substrato, respectivamente), reduzindo assim o custo de
producdo. E ambos os fungos mostraram melhores rendimentos de producédo em meio solido
quando comparado ao meio liquido.

A pectinase de A. japonicus foi produzida de forma répida, e a enzima produzida foi
estavel em diversas faixas de pH (principalmente na faixa de pHs &cidos) e imobilizada com
sucesso em alginato de célcio.

Além disso, a pectinase de A. japonicus apresentou melhores resultados na clarificacdo
de sucos de frutas quando comparada a enzima comercial (Pectinex), tornando-a uma excelente
candidata para utilizac&o na industria alimenticia, principalmente na industria de vinhos e sucos

de frutas.
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ABSTRACT

Pectinases are a complex group of enzymes that degrade pectic substances. We produced pectinases efficiently using
wastes/agro-industrial products through submerged fermentation (SmF) and solid-state fermentation (SSF). making
the production cheaper. Passion fruit peel was the best inducer of pectinase production by Aspergilius japenicus during
SSF. The biochemical characterization of the pectinase produced showed that the best pH and temperature for
pectinase actrvaty were pH 4.0 and 60 °C. Pectinase was completely stable for 4 h, mantaimng 88%. 84%. and 72%
activty at pH 3.0, 4.0, and 5.0, respectively, after 24 h. 4. japonicus pectinase was used in clanfication of different
fruit juices and was superior to the commereial pectinase (Pectinex) in all the fruits tested. Pectinase application
achieved the best clarification in mange (Haden) pulps (85.56%). whereas Pectinex only clarified 50.89%. Moreover.
in apple (Argentina), A japonicus pectinase showed 66.32% clarification. whereas Pectinex only showed 12.67%
clarification. Furthermore. in apple (Europe). banana “da terra”. mango (Palmer), and white guava, 4 japeonicus
pectmase showed 52 .59%, 49 04%, 46.7%. and 46 4% clanfication, respectively, whereas Pectinex showed lower or
significantly sumular results with 13.34%_ 38.29%. 49 3%, and 33.6% clanfication, for the same pulps, respectively.
A. japonicus pectinases have properties that enable them to efficiently clarify various tvpes of juices. Additionally,

their production 1s inexpensive.

Keywords: pectmases: dspergillus japonicus: low-cost alternative carbon sources; passion fruit peel; frut juice

clarification.

ABBREVIATIONS: SmF: submerged fermentation; S5F: solid-state fermentation.
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1. INTRODUCTION

Owing to rapid population growth and changing consumer preferences, agricultural food production has
tripled m the last 30 years. Agriculture 1s responsible for 21% of greenhouse gas emissions, and mullions of tons of
agricultural waste are produced annually. These agricultural residues, such as fruit peels, can be used by
microorganisms as substrates during fermentation to produce enzymes that are used in many industries [1, 2, 3]
Therefore. it is necessary to develop new innovative and sustainable alternatives to add walue to agricultural waste.

Pectin 15 a major component of citrus peels (4-30%) and 1s found in the plant cell wall along with cellulose
and hemicellulose polymers. which together give structure, firmness, and compressive strength to plant tissues.
Typically, pectin 15 extracted for use as a stabilizer o the food mdustry, although most pectmn 1s discarded or
incinerated [4]. The main chain of pectin 15 formed by hundreds of D-galacturonic acid (GalA) residues joined via an
o-1.4 bond, and has side chains formed mainly by sugars such as thamnose, galactose, arabinose. and xylose [5].

As a complex polysaccharide. pectin i3 a mixture of substances called pectic substances. Based on the type
of main-chain modification, pectic substances are classified as protopectin, pectic acid, pectinic acad, and pectin [5].

Pectinases are a complex group of enzymes that degrade pectic substances and are classified into three main
categories based on their mechanisms of action: protopectinases, de-esterifiers (esterases), and depolvmerizers
(hydrolases and lyases). Although pectinases are produced from different sources, the most prominent sources are of
microbial origin owing to their high diversity and availability. rapid growth. short fermentation time, and the
possibility of genetic manipulation. Furthermore, microbial pectinases show broad substrate specificity, imnducibility,
versatility, and the ability to act on a variety of pectic substances, making them potential biocatalysts in many mdustrial
processes [6].

Traditional methods for enzyme production include submerged fermentation (SmF) and solid-state
fermentation (SSF). In addition to standardization of the best culture medivm for production. the biochemical
characteristics of pectinases. such as operating temperature and pH range. are important for determining their possible
applications. This is because industrial processing conditions. such as the use of high temperatures and different pH
values, can render the enzymes unstable and completely mactive during processing [7]. Therefore, 1t 1s necessary to
optinuze and/or maxinuze microbial pectinase production and activity.

Mechanical grninding of fruits during the extraction of juice yields products with a gelatinous and viscous

appearance. as positively charged proteins are coated by negatively charged pectin. The addition of pectinases to fruit
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quice results in the degradation of pectin and the exposure of positively charged protemns, which in turn reduces
electrostatic repulsion between particles [8]. Furthermore, pectinase supplementation breaks the glycosidic bonds
present between GalA monomers, thereby increasing the juice yield and decreasing the water-holding capacity of
pectin [9]. Therefore. this study provides an innovative, objective approach to the production and biochemical
characterization of pectinases produced by Aspergillus japonicus using low-cost carbon sources whose applicability

1in the clanification of frut juices 15 comparable with that of commercial pectinase (Pectinex).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Microorganisms and maintenance

Aspergillus japonicus UFMS 48.136 (GenBank accession code MW587714) was collected and 1solated from
the soil of the Private Natural Hermtage Reserve of the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS). Campo
Grande, MS. Brazil, and identified by Silva et al. [10]. For the maintenance of the strain, repetitions were made on
potato dextrose agar at 35 °C for a period of 4-10 days, and was subsequently kept at 4 °C in a refrigerator for a

maximum of 30 days.

2.2 Production of pectinase via SmF and SSF using different carbon sources

For the production of extracellular pectinase via submerged fermentation (SmF). the fungus was grown imitially
in modified hqud medivm [11] contamning (NH.),SOy (0.1%), KH,PO, (0.4%). peptone (0.2%), weast extract
(0.025%). MgSO4.7TH;0 (0.05%), KCI (0.05%), NaNO; (0.5%). CaCl, (0.0003%), ZnSOs.7H,0 (0.00035%).
FeS0Q4.TH:O (0.0004%). and Tween 80 (0.1%) m 100 mL of distilled water at pH 6.0. The moculum was prepared
using 1+10° spores/mL of fungi suspended in distilled water. Furthermore, 250 uL of this suspension was added to 25
ml Erlenmevyer flasks containing 5 mL of culture medium for stationary growth, and 500 pL of the suspension was
added to 50 mL Erlenmeyer flasks containing 10 mL of culture medium for growth under agitation (110 rpm) for 96
h at 35 °C. After growth during SmF. the cultures were filtered under vacuum wath filter paper (Whatman no. 1) to
obtain a crude extract containing extracellular pectinase.

Solid-state fermentation (SSF) was performed according to Martins et al. [12]. The fungus was grown m 250

ml Erlenmeyer flasks containing 5 g of the carbon sources and 10 mL of salt solution. composed of a mixture of
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(NH4)2S04 (0.1%) and MgS04.7H20 (0.1%), for 120 h at 35 °C. After growth. the cultures were resuspended i 50
mL of distilled water, shaken for 30 min. filtered through sieves, and centrifnged at 10.000 g for 10 min at 4 °C. The
collected supernatant was considered the crude extract containing the enzymes.

Warious agro-industrial residues and products were used as low-cost carbon sources (1%) for pectinase
production: powdered orange peel. powdered orange pomace. powdered passion fruit peel. extruded orange peel. fine
mate yerba mate, fine medium tereré yerba mate, coarse tereré yerba mate, used fine mate yerba mate, used fine
medium tereré yerba mate, used coarse tereré yerba mate, cassava flour from Fumnas do Dionisio/MS, cassava flour
from Rondonépolis/MT, coarse cassava flour from Para, coarse cassava flour from Cuiaba/MT. com flour, coarse
cassava flour Cruzeiro do Sul/Acre, wheat bran, glucose, exploded sugarcane bagasse, com husk, and soy flour. All

of these were purchased in markets.

1.3 Enzvme and protein assays

The 1nmitial pectinase activity was determned by incubating the enzyme with 1% citrus pectin (Sigma- Aldrich,
Saint Lowis, MI. USA) in 100 mM sodinm acetate buffer (pH 5.0) at 45 °C. At appropriate intervals. the reaction was
interrupted by adding 3.5-dinttrosalicylic acid reagent according to the methodology of Miller [13] using GalA asa
standard.

Protein measurement was performed according to the method described by Lowry et al. [14] using bovine

serum albumin as a standard. Specific activity was defined as units per mulligram of protein (U/mg).

1.4 Enzvmatic characterization

2.4.1 Optimum pH
The optimal pH for pectinase activity was determined by incubating the enzyme with 100 mM sodmm acetate
buffer (pH 4.0-5.5), 100 mM Hepes buffer (pH 7.0-8.0), 100 mM Trizma HCI buffer (pH 8.0-9.0), and McIlvaine

buffer (pH 3.0—6.5). contaming 1% citrus pectin as substrate.
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1.4.2 Optimum temperature
The optimal temperature was determined by mncubating the pectinase with sedim acetate buffer (100 mM:

pH 4.0) at a temperature range of 35-70 °C. Relative activity was calculated as a percentage of maximum actrvity.

1.4.3 pH stability

To evaluate the effect of pH on stability, 100 uL of pectinase was incubated with 50 pL of Mcllvaine buffer
at a pH range of 3.0-6.0 for 24 h at 0 °C. Aliquots were collected at various tume points. The activity was expressed
as residual activity, with a value of 100% corresponding to the activity performed at pH and optimal temperature of

the enzyme.

2.4.4 Thermostability
The thermostability was evaluated at temperatures of 25 (on the bench), 50, and 55 °C, at different incubation
times: 10, 20, and 40 nun as well as 1, 2, 4, and 6 h. The activity was expressed as resadual activity. with a value of

100% corresponding to the activity performed at pH and optimal temperature of the enzyme.

1.5 Application of pectinase in juice clarification

Pulps of 13 different fruits purchased from the local market were used for the clarification tests: apple
(Argentina), apple (Europe). apple (Grandsmuth) (Malus domestica Borkh), banana “da terra™ (Musa sapientum L),
banana “nanica” (Musa acwminata, “Dwarf Cavendish’), mango (Haden) (Mangifera indica L. “Haden’), mango
(Palmer) (Mangifera indica L., *Palmer’), mango (Tommy) (Mangifera indica *Tommy Atkins’), peach (Prumus
persica). pear (D°Anjou) (Pyvrus communis ‘D° Anjou’). pear (Portuguesa) (Pyrus L_). pear (red) (Pyrus L), and white
guava (Psidium guajavea). All fruits were washed, peeled, and macerated using a mixer to obtam the pulp (without
dilution with water).

The pulps were incubated with 3 U/mL of the enzyme at a ratio of 1:1 (v/v) at 40 *C for 4 h under agitation
(140 rpm). Subsequently. the samples were boiled for 5 min for enzyme inactivation and centrifuged at 16.873g for
15 nun. The supernatant (juice) was used to determune the clanty of the juice. and the transmittance was recorded at
650 nm using distilled water a3 a blank_ For each fruit pulp. a control was prepared using pulp and denatured enzymes

(1:1. v/v). The clarification is calculated as follows:
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Where_ Tt = test transmittance and Tc = control transmittance. as described by Rosmine et al. [15].

2.6 Optical microscopy

Control (without enzyme treatment) and pectinase-clarified mango juice pulp samples were homogenized
using a magnetic stirrer at 500 rpm for 5 min Furthermore. 50 pL of 0.002% rmuthenium red was added to 2 mL of
each sample. From each sample (contrel and treated), 50 pL of stained solution was taken and spread smoothly and
evenly on the observation slide. The samples were observed using a Leica DM5500 B optical nucroscope (Leica,

Wetzlar, Germany) at 20x magnification.

2.7 Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate, one-factor-at-a-time (OFAT) and the values obtained are
expressed as the mean + standard deviation (SD). Substrate specificity and clanfication data from fruit juices were
subjected to one-way analysis of variance. Means were compared using Tukey’s post fioc test, and differences were
considered significant at P =005 Statistical analyses were performed using the software SISVAR 5.6 [16] and

GraphPad Prism version 8.0 (San Diego, CA TUSA).
3. RESULTS

3.1 Production of extracellular pectinases by 4. japonicus

The preduction of pectinases by A. japonicus was evaluated using different carbon sources through SmF
[liquad culture media (agitated and stationary)] and SSF (Table 1).

The best production of pectinase was observed with passion fruit peel 1n SSF (3 U/mL), which yielded 2-fold
higher enzyme than SmF (133 U/mL). Similarly, when mate herbs were used. SSF produced a higher vield (2.11
U/mL: fine mate yerba mate; 1 88 U/mL: fine medium tereré yerba mate; 0.73 U/mL: tereré thick yerba mate) than

SmF (0.04 U/mL: fine mate verba mate; 0.09 U/mL: fine medium tereré verba mate; 0.17 U/mL: tereré thick verba
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mate). A sinular result was obtamned with wheat bran (production: 1.04 U/mL with SSF and 0.82 U/mL with SmF)
and soybean flour (production: 1.47 U/mL with SSF and 0.72 U/mL with SmF).

However, some sources were good mducers of the enzyme during SmF. such as extruded orange peel (1.55
U/ml — stationary) as well as cassava flours (cassava flour from Furnas do Dionisio/MS. cassava flour from
Rondonopolis/MT, coarse cassava flour from Para. coarse cassava flour from Cmaba/MT, and coarse cassava flour
Cruzeiro do Sul/Acre), with U/ml values up to 1.11 U/ml.. Corn husks also showed better production during SmF
(1.18 U/mL) than that for SSF (0.71 U/mL). SmF production was better under stationary conditions than under
agitation for almost all carbon sources tested, except for FFD.

Considering that passion fruit peel with SSF was the best carbon source for pectinase production and the
second-best source for mducing SmF production (Table 1), tlus carbon source was used in further experiments.
Pectinase was produced using passion fruit peel 1n solid medium after 48 h of cultivation (4.15 U/mg of protein) [17]

for biochenucal characterization of the enzyme.

3.2 Biochemical characterization

3.2.1 Effect of pH and temperature

Pectinase showed maximum activity at pH 4.0 i both 100 mM sodium acetate and McIlvaine buffers (Fig.
1A), mamntamung more than 50% activity at a pH range of 3.0-5.5, For values above these, we ebserved a =80%
decrease in activity. As this pH range (3.0-5.5) 15 commeonly observed in many fruit juices. the data obtained suggest
that this extract has potential for application m the clanfication of fruit juices.

The effect of temperature on pectinase activity was evaluated at a temperature range of 35=70 °C using 100
mM sodium acetate buffer (pH 4.0). The optimum temperature was 60 °C, with a decrease of only 10% at 65 °C while
maintaining 50% activity at 70 °C (Fig. 1B).

Thus result 15 interesting because hagh temperatures are commonly used in various industrial processes for
different purposes: in most of these processes, the heated material must be cooled before enzymatic treatment [18]
Thus, the use of high-temperature tolerant pectinases. such as 4. japonicus pectinase, could eliminate the cooling step

and reduce the final costs of the process.
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3.2.2 Effect of pH and temperature on stability

The stability of pectinase was evaluated at different pH. and the enzyme was observed to be stable for 4 h at
all tested pH, and maintained 88%, 84%, and 72% of 1ts activity at pH 3.0, 4.0, and 5.0, respectively, after 24 h. At
pH 6.0, the enzyme still maintained 55% of its initial activity after 24 h (Fig. 1C).

The thermostability was measured using assays at different temperatures. in which the enzyme activity was
measured after a 6 h mcubation period at 25, 50, and 55 °C (Fig. 1D). Pectinase remamned stable for 6 ku (919 of the
wutial activity) at 25 °C, and at 50 °C, the enzyme maintamed 71% activity for 6 h. However, at a temperature of 55
°C, the half-life of the enzyme was reached mn the first 10 mun (50.2%), and later decreased gradually with increasing

incubation time until reaching 8 5% after 6 b

3.3 Application of pectinase in the clarification of fruit juices

Pectinases and other depolymerizing enzymes are widely used in the fruit and vegetable processing industry
to hydrolyze sugars, thereby reducing their viscosity and giving the final product a crystalline appearance. in addition
to increasing the juice vield and reducing the filtration time by up to 50% [19]. Considering the importance of
pectinases in the juice clarification process. 4. japonicus pectinase was used for clarification of juice pulps from 13
different fruits at a ratio of 1:1 dunng 4 h of incubation at 40 °C (Table 2).

A japonicus pectinase was superior to the commercial pectinase (Pectinex) in all the fruits tested. Of the
different pulps used. 4. japonicus pectinase aclhieved the best clanfication in mango (Haden) at 85.56%. whereas
Pectinex oualy clanfied 50.89%. Moreover, for apple (Argentina), 4. japonicus pectinase showed 66.32% clarification,
whereas Pectinex only showed 12.67% clarification. Furthermore. for apple (Europe), banana “da terra”. mango
{Palmer). and white guava. 4 japenicus pectinase showed 52.59%. 49.04%. 46.7%. and 464% clarification
respectively. whereas Pectinex showed lower or significant]ly similar results with 13.34%_ 38.29%, 49 3% and 33.6%
clarification for the same pulps, respectively.

The mango pulp clarification results are shown mn Fig. 2A, where clarification obtamed on treatment with 4.
Jjaponicus pectinase (right) i1s compared to the control (left). Pectin degradation in mango pulp was also observed under

the microscope, where a reduction in this polysaccharide was observed when treated wath pectinase (Fig. 2B and 2C).
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3.3.1 Effect of treatment time and concentration on clarification of mango juice

Different treatment times were evaluated (30-240 min) for the clanfication of mango pulp using 4. japomicus
pectinase (Fig. 3A). After 1 h of incubation, the clanification percentage at 50 °C reached 32.7%, while it was
approximately 16.5% at 40 °C. The clanficanon peak wag reached after 2 h of mcubation, when 48.7% (50 °C) and
43.4% (40 °C) clanfication was achieved, with no increase afier 4 h of incubation. Therefore, 2 h of incubation was
sufficient for the degradation of all pectin present in the mango juice, as there was no difference in the clarification
percentage with increasing incubation time.

Different concentrations of 4. japonicus pectinase were tested in mango juice for 4 h at 40 and 50 °C (Fig. 3B).
An increase in the amount of enzyme resulted 1n an increase in the clarification percentage, reacling 41.9% at an
enzyvme concentration of 3 U/mL. Clanfication was better at 40 °C at low enzyme concentrations, equating the

percentages at the two temperatures at higher enzyme concentrations (2.25 and 3 U/mL).

4. DISCUSSION

The production of pectinases by fungi during SmF and SSF has been extensively studied [20. 21, 3]. As this
process occurs in the near absence of water or any liquud, the merease i the production of polygalacturonase dunng
SSF. compared to SmF, may be attributed to the expression of a second polygalacturonase during SSF. which 1s
biochemically different from that produced during SmF [9].

Among the several species of fungi reported in the literature for pectinase production from agro-industrial
residues. those of the genus Aspergillus sp. are the most cited. including 4. aculeatinus with beet pulp and rapeseed
meal as carbon source in SSF [3]: 4 niger with wheat bran in SmF [20]: 4. fimigatus with banana peel in SSF and
SmF [22]: 4. niger with orange and sugarcane bagasse in SSF [7]; 4. aculeatus with passion fruit peel n SmF [1]; 4.
Jjapeonicus in sugarcane bagasse in SmF [23]; 4. niveus with apple peel, orange peel, and passion fruit peel in SmF and
with wheat bran and apple peel in SSF [24].

In the literature is described a wide vanety of growth times to produce pectinases by fungi. Like the 4.
Jjaponicus used in the present study. 4. aculeatinus also shows maxinum pectinase production at 46 h of fermentation
[3] Aspergillus spp. produced pectinase also with 48 h of fermentation [25]. 4. aculeatus and 4. niveus show
maximum production after 96 h of fermentation [24], while 4. niger shows maximum production only after 144 h of

fermentation [20]. Furthermore, 4. japonicus produces only 0.53 U/mL of pectinase after 168 h of fermentation [23].

11
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Fungal pectinases reportedly show high enzymatic activity at slightly acidic pH (3.0-5.5). approaching the
pH value of many frut juices and optimal temperatures between 30 and 50 °C [26]. consistent with the results of this
study. Simuilar results were reported 1 a study with 4. fiomigatus using banana peel as a carbon source. where it was
observed that the pectinase produced via SSF exhibited optimal activity at 60 °C. and the optimal pH of pectinase was
5.0 [22]. Sudeep et al. [25] reported a pectinase from Aspergillus sp. with optimal temperature of 30 °C and pH 5 8.
Another study with an exo-pectinase preduced by 4. niger also showed maximum activity at pH 4.0 but at optimal
temperatures of 40 and 50 °C, with a small drop-in activaty at 60 °C [27]. The pectin lyase from 4. niveus have an
optimal temperature of 55 °C and pH of 8.5 [24].

Seweral studies have reported the use of fungal pectinases in fruit juice clanfication [9. 28]. In clarification
tests of vellow caja juice usmg the crude extract of 4. niger. Rocha et al. [21] obtamed a 36% reduction 1 the color
intensity of the juice.

Sandri et al. [27] found that the clarification of apple and blueberry juice with 4 niger pectinase was similar
of superior to that with commercial pectinases. increasing the clarification of apple juice by almost 20%. The
clarification of apple. butia palm, blueberry, and grape juices using crude extracts of 4. niger and Aspergillus orvzae
showed simular or superior results compared to that with commercial pectinases [29]. Barman et al. [30] also studied
the clanification of banana juice using the crude extract of 4. miger and the semi-punfied pectinase at 35 °C and
reported an increase in the clarification of banana juice (absorbance: 0.45 and 0.10. respectively) along with turbidity
reduction. The loss of turbidity may indicate depolymerization of pectin by the action of pectinolytic extracts. This
process yields a soluble pectic substance that can be removed via flocculation, filtration, or centrifugation [21].

The clarification of bamana juice [30] increases with increasing enzyme concentration. In studies of
pomegranate juice treated with different concentrations of the purified polygalacturonase enzyme (0, 10. 20_ 40, and
80 U) produced by A. niger via SSF. 1t was observed that an increase in polygalacturonase concentration from 0 to 80

U mcreases the clarification of pomegranate juice from 6.8%5 to 24.6% at 30 °C [28].

5. CONCLUSION

In this study. pectinase from A. japonicus was produced using passion fruit peel as the carbon source. thereby

reducing the production cost. Furthermore. the obtained pectinase was stable under diverse pH ranges. 4. japonicus
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pectmase showed better results in the clan fication of fruit juices when compared to the commercial enzyme (Pectinex),

making it an excellent candidate for use in the food industry. especially in the wine and fruit juice industry.

ATUTHOR CONTRIBUTIONS
N.CAG NNG. MPGR. JSST. CRM and, ALOS: Investigation. Methodology. Experimental work.
Conceptualization, Editing: R M_S.G_, Statistical Analysis;: AGC. FFZ_D.CM and, G.C.G. Supervision. Writing

and Editing.

ACENOWLEDGEMENTS

This work was parto f Doctoral Thesis of Guimaries, NCA (Laboratory of Biochemistry and Microorganisms/ Federal
University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brazil). This paper was supported by grants from the Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico [CNPq Grant. 563823/2010-0 and 407732/2013-6, Brazil]
Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) and Fundacio de Apoio ao
Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul (Fundect). This study was

financed in part by the Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS/MEC - Brazil.

DECLARATIONS

Confict of interest

The awthors declared that they have no conficts of interest 1o this work.

Consent to participate

The avuthors express their consent to cooperate in this article.

Availability of data and material

All data are described and available in the article.

13

115



LRSI B | B T

[ e e e e S e S S
I R LI LI SR S <]

[
[B%)

[ T S S T i T A T o
(RS I R | I L)

=]

LI T« T T B L) R | B B o B i T B S S S S S R R SR W R R T S I PR R
L0 Y S P O T O T = T [ R Y SO S T S S W < TS S S I ST 0 B S PV I O T S W < & B I SR ) Y SO T G T S )

351
352

354

- 355

356
357
358
359
360
361
362
363

364

365

366
367
368
369

371
372

373

375

376

377

Competing Interest

The avthors declare that they have no competing interests

REFERENCES

[1] Silva. ID.C.. de Franca. PR L.. de Melo, AHF. Neves-Petersen, M.T_. Converti. A . Porto. T.S.: Optimized
production of Aspergillus aculeatus URM4953 polygalacturonases for pectin hydrolysis in hogplum (Spondias

mombin L.) juice. Process Biochem. (2019). https://doi.org/10.1016/j procbio.2018.12.014

[2] Contato. A G.. de Olivewra. T B.. Aranha. G M., de Freitas. EN_, Vici. A C.. Noguetra, KMV .. de Lucas. R.C_,
Scarcella, A S A Buckeridge, M.S .. Silva, R N.. Polizeli, M. L. T .M. : Prospection of fungal lignocellulolytic enzymes
produced from jatoba (Hymenaea courbaril) and tamannd (Tamarindus indica) seeds: Scaling for bioreactor and
sacchanfication profile of sugarcane bagasse. Microorganisms. (2021).

https://dot.org/10.3390/microorganisms 2030533

[3] Garzon, D.C.. Habrylo, O.. Lemaire, A . Guillaume, A Carré, Y., Millet. C_. Fourtot-Brun, C_, Trezel. P.. Le
Blond. P, Pernn A Georgé, S. Wagner, M., Coutel. Y. Levavasseur, L. Pau-Roblot, C.. Pelloux. I.:
Characterization of a novel strain of dspergillus aculearinus: From rhamnogalacturonan type I pectin degradation 1o

improvement of fruit juice filtration. Carbohydr. Polym. (2021). https://doi.org/10.1016/j.carbpol 2021.117943

[4] Picot-Allain, M.C N .. Ramasawmy. B., Emmambux, M N_: Extraction. characterisation. and application of pectin

from tropical and sub-tropical fruts: a review. Food. Rev. Int. (2022).

https://do1.org/10.1080/87559129.2020.1733008

[5] Polizeli, M.L.T.W., Damasio, A R.L.. Maller, A, Cabral. H., Polizeli. A : Pectinases produced by microorganisms.

In: POLIZELL M. L. T. M.; Ra1, M. (Org.). Fungal Enzymes. led. Boca Raton. USA: CRC Press, v. 316-340 (2013)

14



(X I s SO Y P T O T ]

[ R e e i i el i i el L
I S . R I SO Y O PV (- T S

[

L e R R T B A I T T R Y ST SIS S SR AR P A SV I SN I R R TS I TR I ST I T T I o I ]
LY S T T e T T B e T O N O i C N = R I p [ P T % T e N s T B S ) Y O PR O 5 s ¥ N TS T I

460
461
462
463

> 464

465
166
467
468
469
470
471

472
473
474
475
476

477

478
479
480

481

482
483
484

485

117

[28] Patidar, ML.K., Nighojkar. S.. Kumar, A., Nighojkar, A.: Production of polygalacturonase using Carica papaya
peel biowaste and 1ts application for pomegranate juice clanfication. Environ  Sustamn.  (2020).

hitps://do1.org/10.1007/s42398-020-00138-6

[29] Sandri. I.G.. Fontana, R.C_. Barkfnecht. D M, Silveira, MM : Clarification of fruit juices by fungal pectinases.

LWT - Food Sci. Technol. (2011). https://doi.org/10.1016/j.1wt.2011.02.008

[30] Barman. §.. Sit. N.. Badwaik. L.5., Deka. 5.C.: Pectinase production by Aspergilius niger using banana (Musa
balbisiana) peel as substrate and its effect on clarification of banama juice. J. Food Sci. Technel (2013).

https://doiorg/10.1007/513197-014-1413-8

Figure legends

Fig. 1 (A-D). Influence of pH and temperature on the activity and stability of dspergillus japonicus pectinase. (A)
Optimum pH for pectinase activity was determuned using Mcllvaine (pH 3.0-6.5). sodium acetate (pH 4.0-5.5).
HEPES (pH 7.0-8.0), and Trizma HCI (pH 8.0-9.0) buffers at 60 °C. (B) Enzyme activity was evaluated at 35-70 °C
at the already established optimum pH. (C) Effect of pH on pectinase stability was determined by incubating the
enzyme at pH 3.0-6.0 for up to 24 I without substrate. (D) Thermostability of the enzyme was evaluated at 25, 50,
and 55 °C for up to 6 h. Aliquots were collected at the indicated time pounts for the measurement of residual enzymatic
activity in the stability tests. Relative and residual activities were calculated as a percentage of maximum activity
(100%). All experiments were performed in triplicate, and the values obtained are expressed as the mean =+ standard

dewiation (SD).

Fig. 2 (A-C). Clarification of mango juice using Aspergillus japomicus pectinase. (A) Control (left) and treated (right)
mango pulp: (B) Control - untreated; (C) Treated with 4. japonicus pectinase. Slide photos (stained with 0.002%

ruthenium red) were taken at 20= magmfication using a Light nucroscope.
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Fig. 3 (A-B). Clarification of mango juice using Aspergillus japonicus pectinase. (A) Incubation times ranging from
30 min to 240 min were tested at 40 °C (e) and 50 °C (m) using 3 U/mL pectinase: (B) Clarification of mango juice

using 4. japonicus pectinase at different enzyme concentrations till 3 U/mL at 40 °C (e) and 50 °C (m).

19

118



(A)

_ down4 == iciivaine
= - Acetato de Sddio
- = Hepes
= T34 ¥ Trzma
=
e
-1
@
=
2 254
I
I] T T T T T T T T T T T T T
moh Bk R B h B B A b B h B
o Ly & B A B
pH
&
100

=
E
I
m
™ 4
- a0
= - pH 3
» - pH4
w =4 pH S

e H B

[} T T T T T T T
0 1 2 3 4 a 16 24

Fig. 1 (A-D).

Time (hours)

(B)

Relative activity (%)

(D)

Residual activity (%)

100

754

504

254

[} T T T T T T y T
S U P

Temperature {°C})

100

765+

50 4

257 4= 25
== 50
== 55

L] T T T T T T T T

o0 10 20 40 &0 120 240 300 380

Time (min)

119



120

Fig. 2 (A-C).

(A) (B)

-
g

609 50 =
—_ — 404
£ £
40
5 5 20-
] =
s S
2 « 204
3= =
o O 10+
0 T T T T 0 T T T T T
30 80 120 240 0,38 0,75 1,5 2,25 3

Time (min) Pectinase (U/mL)

Fig. 3 (A-B).



Table 1 - Production of pectinases by 4. japonicus wsing different carbon sources

Submerged fermentation Solid state
CARBON
SOURCE Agitated Stationarv fermentation
U/ml U/ml U/ml

1- POPE 0,00 £0.00 0,00 =0,00 Nd
2-POPO 0,00 £0.00 0,00 0,00 Nd

3- PPFP 1.28 £0.07° 1,33 =0,08% 3.02+0.373°
4-EOP 1.48 £0.05° 1.55 =023 0.20+0.03°
5-FMYM 0.09 0,054 0,38 =0 03%n 0.69 +0_23%
6- FMTYM 0,10 £0,02% 0,48 0,015 0.44 +0,08%
7-CTYM 0,09 +0,05% 0,66 +0,08%% 0,12 +0.04%
8- UFMYM 0.02 0,034 0.04 =0.02! 2.110.27"
9-UFMTYM 0.06 0,05 0.09 =0,03% 1.880.11"
10- UCTYM 0.06 0,05 0,17 =0,04% 0.73=0.11%
11- CFFD 0.92 £0.10° 0,75 =0 058 0.18 +0.09*
12-CFR 0,16 =0,05% 0,87 =0,31°% 0.35=0,14%
13- CCFP 0.13 0,07 1,11 0,025 0,60 +0.40%
14- CCFC 0,12 +0,06 0,75 =0,08°% 0.30+0,14°
15-CF 0.21 +0,14% 0,28 +0,055 Nd

16- CCECS 0,06 +0,02 0,75 =0 038 0,38 +0,03%
17- WB 0,13 +0,02@ 0,82 +0 21cdf 1,04 +0_16%
18-G 0,12 +0,07< 0,50 £0,(4bete Nd

19- ESB 0,10 £0,05% 0,15 =0 08™ Nd

20-CH 0.76 £0.09" 1,18 =0,07%¢ 0.71 +0,05%
21-SF 0.31 £0.08° 0,72 0, 01%E 1.47 0,16
CV (%) 20,20 16,23 20,56

Abbreviations of carben sources (1%): pewdered orange peel (1-POPE); powderad orange pomace (2-POPO); powderad
passion fruit peel (3-PPEP), extmuded orange peel (4-EOF); fine mate verba mate (3-FIMYMY, fine medium terer yerba mate
(6-FMTYIMY); coarse terers yerba mate (7-CTYM); used fine mate yerba mate (3-UFMYM); used fine medium tereré yerba
mate (9-UFMTYM); used coarse tereré verba mate (10-UCTYM); cassava flour from Fumas de Dionisie/MS (11-CFFD);
cassava flour from Rondondpolis/MT (12-CFE); coarse cassava flour from Para (13-CCEP); coarse cassava flour from Cuiaba
(14-CCEC); com flour (15-CF); coarse cassava flour Cruzeiro do Sul'Acre (16-CCFCS); wheat bran (17-WB); glucose (18-
G); exploded sugarcane bagasse (19-ESBJ; com husk (20-CH); and soy flour (21-5F). Caption: Nd — not determmed. Values
are means + standard deviations of 3 replicates; and the means followed by the same letter in the column do not differ
stabistically by the Tukey test (p = 0.05).
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Table 2 — Fruat ymce clanfication using A. japonicus pectinase and a commercial pectimase ( Pectinex).

FRUIT JUICE CLARTFICATION (2%)

Fruits (in nature) Pectmase Pectinex Fruif juice pH
Apple (Argentina) 66.32 £15.7 * 12.67:1.0" 4.14.5
Apple (Europe) 52.5920.0° 13.34+4.5° 3943
Apple (Grandsmith) 3067=12° 510204" 3842
Banana (“da terra™) 49.04+28* 3829+37° 4.2-4.6
Banana (“nanica™) 196x03° 156+05* 48-55
Mango (Haden) 85 56 £6.0 ® 508084" 37-41
Mango (Palmer) 467=10° 493+18° 4.1-45
Mango (Tommy) 166£0.1° 212+14° 3739
Peach 9.47202° 52012" 3740
Pear (D" Anjou) 22 60 £3.5 1 956+1.0" 4.4-4.7
Pear (Portuguesa) 15502123 505248t 49512
Pear (red) 13.8521.6° §41+1.5¢ 4145
White guava 464=06% 33 6=17° 3739

The clanfication (%) values were calculated follownng Fosmine et al [13]. Pectinaze — pectinase from 4 joponicus;
Pectinex — commercial pectinase. Values are given as the mean + standard dewviation and the different letters within each

row indicate significant differences (p = 0.03).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Agpergillus juponives polyzalaciwonase (PGAJ) was produced wsing passivn Dull peel, a residus
Pectinase from the agricultural and juice indusmies, as a low cost carbon souree. The biochemical proper
Polygalacturonase ties nf the enzyme and its application in the clatification of frit juices were investigated. Tha
Aspergiliue japonicus maxlmum PGA] production was cbtalned using solld stare fermentation (SSF) in 48 h

Clarification of fruit juices

22778 = 13.1 U). PG4j was purified i two chromato r steps with a specific activity of
Low eoct earbon sourez ( ) 4 P graply steps o Ty

7.9 [l/mg protein, 2.9 -fold murification, and 81% final yield, exhibiting a maolecular weight
abour 40 kDe. The eptimal pH and temparature for PGA] activity were pH 4.0 and 55 "C, 1espec-
tively. Mcrecver, the PCA] enzyme retained up tc 90% of its initial activity fer 4 hat pll 4.0, 5.0
and A.0. The snzyma mainrained 83% residual activity afrer 20 min at 50 °C. PG Aj hest preferrad
clmus pactin (5.45 + 1.6 U/mg proweln) as subsware, The bast reswits for juics elarlfication uslng
3 L/mL PCA’ were obtained with the pulp of Palmer and Termy mange varietdes, white guava,
hznana, and apple, with increazes of 65%, 41%, 4084, 11%, and 9.4% in transmittance values, Te-
spectively, compared ro the conmol. Thiz was superior to thar obtained using commercial pect-
nase for some of the pulps, as 49% and 21% for Palmer and Tommy mange pulps, respectively.
Thus, PGAj may be suitable for application as a clarifying agent in the fruit juice industry.

1. Introduction

Microorganisms are preferred scurces for the production of industrial enzymes due to their rapid srowth, easy availability, and
amenzbility to genetie modification. Enzymes procuced by funzi are extremely atmactive for industrial application, especially be-
cause fungl are natural decompeosers of organic matter. Due to thelr reproducton and grewth characteristics, fungi can adapt to a
wide rangze of substrates, including most decomposing plart materials, as they posscss the neecssary enzymatic repertoire for plant
eell wall decomposition (de Lucas et al., 2020), Filamentous fungi are preferred enzyme sources beeause they have excellent extracel-
Inlar pratein seeretinn eapacity. Fungal enzymes exhibit a broad spectruim of aetivity, high substrate specificity, and high stahility,

* Cortesponding author. Laboratério de Dioquimica Geral e d= Microrganismos-L3q, Institute de Diocifncias-INDIO, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-
UFMS, CEP; 79070-2C0. Campe Grande, M3, Brazil.
C-mail addres: g1 igiovana(@hotmail.com (G.C. Giannesi).
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and affer the advantapges of safety, mustainahility, and a higher reaetiom speed nnder milder eonditions rompared to comventional
chemiral-hased industrial pracesses (Calogna =t 21 2001 8; Chamhbergo & Valereia, 2016).

The low-cost production of pectinase from funsgi can be achieved using asricultural and agro-industrial residues as carben sources.
Submerged fermentation (SmF) is predominantly used in industrial processes [9095) for pectinase producticn, mainlv due to the ease
of scale-up (Sandri et al., 2015), and therefore still studied by several researchers (Kaur et al., 2020; Silva et al., 2018; Ferreira et al,,
2015). However, studies on using sclid state fermentation (S57) for pectinase preduction have increased in recent years, due to the
lower cost and hisher enzyme production levels in S5F (Silva et al., 2018), §8F has been reported for pectinase production using dif-
ferent fungi and raw materials, such as Aspergillus funigatus M516 with banana peel as a carbon source (Zehra et al., 2020), Aspergillus
nizer with orange and sugarcane bagasse (Mahmoaodi =t al.. 2019), Aspergillus awamori with orange peel [Marzo et al., 2018), and As-
pergillus gignnteus in 2 mixture of wheat bran, orange peel and lemon (Ortiz et 2. 2015), among several others.

Cellulose, hemicellulose and pectin are the main polysaccharide components of the plant cell wall, and are major renewable re-
sources [Li et al., 2015]. Pectin is a complex high melecular weight polvsaccharide located in the middle lJamella and in the primary
cell wall of plants, and iz a majer constituent of cereals, vegetables, fruits and fibers. A mixture of pectic substances exist in nature,
which are classified based on the types of madifications in the pectin main chain. The major linear portion of pectin is homogalaetur-
onan, a polvmer of al.4-linked galacturonic acid, which is partially esterified. The branched portion exhibits side chains formed
mainly by sugars such as thamnose, galactose, arabinose, and xylose (Bareto, 20161,

Enzymes that hydrolvze pectic substances are widely known as pectinases, and are classified depending on their mechanism of ac-
tion. Pectinases have received worldwide attention in the current biotechnolopy era as ecofriendly biocatalysts, and lead the list of
commercially produced enzymes with a 25% share of the global food and beverage enzyme market. Pectinases are generally enzyme
blends including pectate-lyase. pclygalacturonass, and pectinesterase ( Amin et al., 2019). The 2017 Global Pectinase Market research
r=port also showed an aceelerated inerease in the pectinase market share, with an average annual srowth of 2.85%, and an estimated
market size of $ 35.5 million by 2021 {John et al., 2020). In the food industry, pectinases are applied in several processes, including
(1] viscosity reduction of fruit pulp (in turn improving the extraction, filtration and clarification of juices], (ii) treatment of waste-
water contamning pectin material (Mahesh et al., 2016; Suhaimi et al., 2016), and (iii) extraction of oils rom rapeseed (canola), sun-
tlower seed, palm, and olive, thereby aveiding the use of carcinogenic hexane (Ortiz et 2., 2015), among others. Fungi and veasts
mainly produce acidic pectinases, and the enzymes used for fruit juice clarification and wine production are often derived from fun-
gal sources, especially filamentous fungi (Amin =t al., 2019).

The use of pectinases in juice manufacture is necessary because fruits rich in pectin generate juices with high viscosity and turbid-
ity, as pectin residues and other wall pelysaccharides are dragzed along during the separation process. Pectinases and other depoly-
merizing enzymes are widely used in the fruit and vegetable processing industry to hydrelyze polysaccharides to sugars, ultimately
redueing the juice viscosity and giving a erystalline appearance to the final preduct, in addition to increasing juice yield and reducing
filtration time by up to 50% [Dal Magro etal | 2019). As a result, the juice presents higher clarity, as well as more concentrated flavar
and eolor, which are important parameters that affect its market value and general acceptance (Abdullah et al., 2007; Dey et al.,
2014; Cerreti et al., 2001).

Several studies have explored the use of pectinases for the elarification. of fruit juices through viseosity and turbidity reduction.
Gani et al. [2020) reported berween 38.80 + 5.03% and 91.10 + 9.02% clarification of pear juicz using pectinase reatment. In. an-
other study, A. niger pectinase was used in the enzymatie treztment of strawberry juice, resulting in 60% lower trbidity and 40% re-
duced viscosity in the treated samples (Sandri and Silveira, 2018), The pectinase from Aspergillus aculeatus clarified apple [97.22%)
and umbu (45.52%) juices (de Oliveira et al., 2018}, and the A. niger polygalzacturonase was used to clarify banana juice (Barmen et
al., 2015).

The present work aimed to produce the polvgalacturonase (PGAj) from Aspergillus japonicus using passion fruit pezl as carbon
source in 85F. We also purified and characterized the biochemical parameters of the enzyme and studied its application in the elarifi-
eation of different types of fruit juices.

2. Materials and methods

2.1. Microorganism, growth and maint=nance

The flamentous fungus A. japonicus (UFME 48.136) was 1solated from the soll of Natural Heritage Private Reserve (RPFN) of the
Universidade Federal de Mato Grosse do Sul (UFMS), Campo Grande/M5-Brazi! and identified by Silva et al. [201Y9).

‘The strain was mamtzined by cultivating on potato-dextrose-agar [PDA) medium (Himedia, Mumbai, India) at 32 *C for a peried
of 4-10 cays, and preserving on silica gel beads.

2.2, Polygalacturonase production

For the production of PGAj, passion fruit peel residue was used as a carbon source as previeusly standardized. PGAj procuction in
SmF was evaluated in a modified SR lquid medivm (Rizzard et al, 2001) centaining (w/v): 0.1% (NH,)2504, 0.4% KH,PO,, 0.2%
peptone, 0.025% yeast sxtract, 0.05% Mgs0..7H,0, 0.05% KCl, 0.5% NaNO,, 0.0003% CaCl,, 0.00035% ZnS0,.7H.0, 0.0004%
Fe50,4.7H,0, and 0.1% tween 80, in 100 mL of distilled water, initial pH 6.0. Cultivatcn was performed at 35 °C under statonary
eondition, with 19 (w/v) passion fruit peel added as carbon source.

SSF was performed following the method of MMartins et al. (2013). The fungus was grown in 250 mL Erlenmeyer flasks containing
5 g passion fruit peel as the carbon source and 10 mL salt solution (0.1% [NH4),50. and 0.1% Mgz50,. 7 H,0). A suspension of spores
from PDA-grown fimgal culture was prepared in the salt solution and used as the inoculum (1 X 10° spores/ml). Cultivation was per-
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formed under staticnary cendition at 35 “C. The grown cultures were resuspended in 50 mL distilled water and stirred for 30 min.
The suspension was fltered through a sieve and centrituged at 10,000 x g for 10 min at 4 *C, and the supernatant was usad as the
crudc cxiract containing the PGAj activity.

2.3. Polygalacturenase assay and determination of protein concentration

Polygalarturonase activity was determined by incubating enzyme samples with 1% (w/v) citrus pectin (P9135, Sigma-Aldrich, 5t.
Louis, MO, UsA) in 100 mM sodium acetate buffer, pH 5.0, at 45 °C. At intervals of 5 min, the reaction was interrupted by thermal in-
aetivation (10 min at 95 °C) and 32,5-dinitresalicylic acid (DN5) reagent [Merck, Darmstadt, Germany) was added. The amount of re-
leased r=ducing sugars was quantified using the method of Miller (1959) with a salacturonic acid standard curve (Sigma-Aldrich).
One unit of activity (1 U) was defined as the amcunt of enzyme capable of relzasing 1 pmol reducing sugars per minute, Protein con-
centration (in the crude extract and purified enzyme preparation) was determined using the Lowry method (Lowry et al., 1951) with

bovine serwm albumin (BSA) ax prolen standard. The specific activily was expreszed as Uswg prolein.

2.4 Growtn time curve for polygalacturenase production
To determine the best growth time for maximum production of PGAj enzyme, the fungal strain was grown on passien fruit peel as
carbon source in SmF and S5F, as described in secticn 2.2, for a pericd of 24 h-192 h under staticnarv condition at 35 “C. Aliquots

were removed at 24 h intervals, and enzyme activity and protsin concentration were determined as described in section 2.3,

2.5, Purification of PGAj

The erude extract containing PG4j enzvme was loaded onte a DEAE-fractogel anion exchange column (2.0 x 11.0 em) previously
equilibrated with 10 mM ‘I11s-HC] buffer, pH 8.0. 'The proteins were eluted with a gradient of U—1.0 M NaCl in the szme buffer. Frac-
tions (3.6 mL per tube) were collected and those that showed PGA]j activity were pooled and dialyzed. Then, the peak containing the
highest pectinase activity was equilibrated with 10 mM Tris-HCI buffer (pH 8.0) containing 1.0 M ammenium sulfate, and loaded
onto a Phenyl-sepharose CL-4B hydrophobic interaction chromatography column (2.0 x 8.5 cm) previously equilibrated in the same
buffer. The proteins were eluted (3.6 ml per tube) with the same buffer without ammonium sulfate, generating a unique peak
(200 mL} and were then pooled and dialyzed against water for further characterization.

2.6. Determination of PGA] purity
2.6.1. SDS-PAGE and zymogram

The molecular mass and purity of PGA) were assessed using sodium dedecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS —
PAGE) by loading 25 pz protein on a 15% polyzcrylamide gel (Lacmmli, 1970]. After conducting denaruring electrophoresis, the gel
was silver-stained according te the mathod of Blum et al. (1927). The meolzcular mass markers (#1610363, Bio-Rad, Hereules, CA,
USA) were stained with Coomassiz brilliant blue R-250 (Sigma-Aldrich]. To visualize the polvegalacturonase activity (zvmogram), the
PGA] sample was separated using non-denaturing SD5-PAGE on a 15% gel. The gel was then incubated with Mellvaine buffer pH .0
containing citrus pectin (1% w,/v) at 50 °C for 90 min. The gel was stained with ruthenium red (0.05%, w/v) for 30 min, and washed
with distilled water until the activity band of polyzalacturonase was visualized as a clear area.

2.6.2. Native PAGE and gymogram

Tio verify the homogeneity of the purified PGA], electrophoresis was performed under native conditions with 5U pg protein on 2
10% polyaerylamide gel (PAGE 2.9) according to the method of Davis (12964), fellowed by silver staining (Blum et al,, 1287).

The enzyme (10 pg) was submitted to the zymogram technique through electrophoresis on a pH 8.9 PAGE gel (10%) co-
polymerized with 0.1% (w/v) citrus pectin, as described by Cruickshank and Wace (1980). After the run, the gel was stzined with
ruthenium red (0.05%, w,/v] for 30 min and washed with distilled water until the activity band of pelygalacturonase was visualized
as a clear ar=a.

2.7. Biochemical characterization of purified PGAj

2.7.1. Determination of epamum pH and temperature for PGAj actvity

The optimum pH for PGAj activity was determined at 60 °C by ineubating the enzyme with 100 mM sodium acetate buffer {pH
4.0-5.5], Hepes buffer (pH 7.0-5.0), Tris. HC buffer (pH 8.0-9.0), and Mcllvaine buffer (pH 3.0-0.5), containing 1% (w,/v) citrus
pectn as substrate.

The optimal temperature for FGAj activity was determined by incubating the reaction mixtures at differsnt temperatures
(40-70 °C) in Mellvaine buffer pH 4.0. The relative activity was caleulated as a percentaze of the maximum activity.

2.7.2. Fffect of pH and temperane on PGAjJ stahiliy

The pH stability was evaluated by ineubating PGAj for 24 h in Mellvaine buffer (pH 3.0~6.0) in the absence cf the substrat= at
4 °C. Aliquots were taken after 1, 2, 4, and 24 h, and enzyme activity was assayed. Thermostability was evaluated by incubating only
the enzyme at 50 “C and 5& “C, with aliquots taken atter 10, 20, 40, 60, 120, anc 240 min for actvity assay. The halt-time (t |;2) for
the cnzyme reaction was defined as the time taken for the concentration of substratc to decrcasc to half its valuc at any given point In
time (Bell and Bell, 1938).

PGAj activity assays were performed as described in section 2.3, and these results were expressed as relative activity, which is eal-
culatec as a percentage of the maximal activity.
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2.7.3. Substrate specificity of the PGAJ enme

The substrate specificity was analyzed by ineubating the FPGAj in Mellvaine buffer, pH 4, with 1% [w/v) of each substrate: citrus
pectin (P9135, Sigma), apple peetin (P93854, Sigma), polygalacturcnie acid (P3838, Sigma), birchwood xylan (X0502, Sigma), oat
spelts xylan (X0627, Sigma), starch, sucrose, and easein. The assays were performed as described in section 2.3. PGAj activities on the
substrates were expressed relative to that cn citrus pectin (100%).

2.8 Application of the PGAJ enzyme for elarification of frudt juices

To evaluate the potential application of PGAj enzyme for the clarification of fruit juices, 13 different fruits wers used: acerola
[Malpighta emarginarn), hanana (Muse acuminara Thwarf Cavendish), white guava (Padinm guajawt), gnavira (Campomonesia adaman-
tium), pear orange (Citrus sinensis), gzla apple (Malus communis), papava (Carica papaya), Palmer mango (Mangifera indica L. cv.
Palmer), Tommy mango (Mangifera indica L. var. Tommy Atkins), melon (Cucumis melo), ponkan (Citrus reticulata), isis [Vitis vinifera
L.) and victory grapes (Vitis vinifera L.). All fruits were purchased in markets, washzad, peeled and macerated using a blender, and
sieved to obtain the natural pulps (without addition of water).

Pulp samples (2 mL) were individually incubated with 3 U/mL enzyme (PGA] or PectineX) at a ratio of 1:1 (v/v), for 4 hat 40 °C
and 50 °C wills 140 rpur agilation. The sauples were then boiled for 5 win Lo activale e ensyme aod cenliifuged at 10,873 < g for
20 min at 25 °C. The supernatant was anclyzed to determine the clarity of the juice, by recording the transmittance at 550 nm against
a diztlled water blank using a Genesys 108 UV_vis spectrophotometer. For each fruit pulp, a control r=action was performed with the
pulp and inactivated enzyvme (1:1, v/v). Clarification was caleulated as follows:

% Clari fication = %x LOD

where Tt = treated transmittance and Te = contrcl transmittance, as described by Rosmine et al. (2017,

2.9, Reproducibilily of results

All assavs were performed in triplicate, one-factor-at-a-time (OFAT) experiments and the values obtained were expressed as
mean L standard deviation {5D). The substrate specificity and fiuit juice clarification data were submitted to one-way analy=is of
variance (ANOVA). Means were compared by Tukey's posr hoc test and differences were considerad significant at p <0 0.05. SISVAR
5.6 (Ferreira, 2011) and GraphPad Prism versicn 8 (San Diego, California, USA) software were uszed for the analysis.

3. Results and discussion

3. 1. Growth and pelyzalacturonase production by A, japonicus

The fungus used m this study was identficd by genomic analysis as showing 98% identity to Aspergiilus japonicus var. aculeans
[MCEI acceszion MHSET078). The DNA zequence (cluster region ITS1-5.88-1TS4) of this izolated strain was depositad under accession
number MW5387714 in the NCBI database.

The carbon source used in this study for PGAj production was the passion fruit peel, which it has been used by other authors to
produce pectinases rom A. aculeatus URM4953 (Silva et al., 2018) and Pericillium janthinellum VI2R3M (Pagnonceli et al., 2019),

The optimum growth time for PGAj enzyme preduction was determined using passion fruit peel as the carbon souree in SSF and
SmF. Maximum PGAj production was achieved after 48 h in S5F (227.75 = 13.1 U), which deecreased on further incubation. The en-
zyme production achieved using SmF (41.31 + 3.30 U after 192 h) was considerably lower than that achieved using 557 throughcout
the peried of cultivation (Tiz. 1).

180
100 -

I I S R

Time (heurs)

Polvzalacturonase (Total units)

Fig. 1. Effect of srowth time on polygalacturcnasce production. A japenicus was grown on passicn fruit peel as a carbon source in S5F (5 g) and SmF (1% w.v) under sta-
tiomary eondition at 35 °C, 25 deseribed in seeticn 2.2, Legend: (@) SSF; [l SmF.
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A wide variety of growth times have been reported for the production of pectinases by fungi in the literature. Similar to PGA]j in
the present work, Aspersillus aculeatinus also procduced pectinase with 46 h fermentation in SSF (Garzon et al., 2021), and Penicillium
grizeoroseum exhibited a pectinase production peak at 48 h (Piccoli-Valle et al., 2001). Camargo et al, [2005) studied the production
of pectin lyase from Aspergillus sp. isolated from the soil, which showec a production peak after 68 h, while Sandri and Silveira (2018)
showed that A. niger exhibited maximum pectinase production after 72 h.

3.2, Purification of PGAj enzyme

A. japonizus is considered a non-pathogenic fungus in the food industry (Silva et al., 2019) and i3 widely used as a producer of en-
zymes of industricl interest like pectinase, cellulase, and xylanase [Semencova et al., 2003; Li et al., 2015; Silva et al.,, 2019]. The pu-
rification cf fungal proteins is well studied. In this study, extracellular PGAj was purified from the eulture supematant using two
chromategraphic steps, resulting in a 2.9 - fold purification with 81% enzyme recovery and a specific activity of 7.9 U/mg protein
(Table 1].

Several fungal pectinases have been previously purified using different methods. An extracellular polyzalacturonase produced by
Penicillium notarum was purified 3.07 - feld using a three-step purification procedurs (Amin et al., 2017). The polygzlacturonase from
P. janthinellum VI2R3M was purifi=d 3.1-fold using two chromatographic steps, albeit with low enzyme vields of 2.5% and 6.2%, re-
spectively (Pagnoneeli et al., 2019). However, the peetinase from Aspersillus terreus was semi-purifi=d via ion exchange and size ex-
clusion chromatographv with a yield of 80% (Vaz et al., 2021), similar to that achieved in our study.

3.2.1. PGAj electrophoretic profile and zymogram activity

The purified PGAj enzyme was analyzed on 15% SDS-PAGE gel to verify its molecular mass and its corresponding in-gel activity
{(Fiz. 2B). The subunit molecular mass of PGAj was appreximately 40 kDa. Through a zymogram in the same gel, it was possible to
confirm the presence of at least one form of polygalacturonase with high enzvme activity [Fig. 2B].

Meleenlar masses of pectinases purified from fungi and bacteria range from 35 kDa to 115 kDa (Vaz et a1, 2021). A previous study
omn A. japoricus also using an ion exchange columm followed by Phenyl-sepharose for purification showed two polygalacturonases (PG
1 and II} with molecular masses 38 kDa and €5 kDa, respectively (Semenova et cl., 2003). Studies on other fungal species have shown
molecular masses of pectinases close to those found in the present study, viz. 37 kDa (Cheng et al., 2017; Yuan et al., 2011), 42 kDa
(Sassi et al., 2015), 45 kDa (Tounsi et al., 2016}, and 50 kDa (Vaz et al., 2021).

Native PAGE cn a 10% gel (Laemmili, 1970) was used to check the homogeneaity of the purified enzyme, which revealed = single
protein band (Fig. 2C). Polygalacturonase activity staining was also performed by incorporating citrus pectin in the native PAGE gz,
in which a clear zone was obtained (Fig. 2D).

Tahblz 1
Purification of PGAj 2nzyme.
ulep Velume (mL)  ‘lowal Acavity (total U) “l'otal procemn (mg) speaific activity [U./mg protzm) Yield o)  Punfcaton fold
Crude extraet 105 371 127 2.7 100 10
DEAE-fractogel £1 133 44 4.3 51 le
Phenylsepharose 200 301 k1] 7.9 8l 29
kDa A B C D
250 —n
150 —&
100 —e
3 e
50 —»a
37—
25w
20—
10 —»
\ J

SDS-PAGE PAGE

Fiz. 2. Electrophorztie prefile of purified PGAj. (A) Molecular mass marker [Bio-Fad #1610363) stamed with 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue; (E) 15% [w/v)
SDS-PAGE gel and zymogram (25 pz samples) purified PGA]j, stained with silver and 0,05% (w,/v) ruthenium red, respactively; (G Silver-stained 10% (w/v) PAGE gel
50 ug enzyme; (D) Zymogram [0 105 (w/v) PAGE gel siained with 0.05% (w/v) ruthenium rad (10 pg).

[
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3.3. Biochemical propertics of the purified PCAJ
3.3.1. Optimal pH and temperature for the engyme activity and stability

POAJ aclivity was evalualed over a rzuge of pH aud lemperatuzes (Fig. 3). The cuzye showed mwaxinmw actvity at pH 4.0
(51 = 0.1 U/mg protcin, considered 100%) and maintained 72% activity at pH 4.5 (Fiz. 2A). Acidic polygelacturonazcs constitute a
major fraction of pectinase preparations reported in literature, and are extensively applied in the clarification of fruits juice, vegeta-
bles exmacts, and wines (Chenz et al., 2015). When PG4j was incubated at different temperatures, it exhibited maximum activity be-
tween 50 °C (93%) and 55 °C (5.5 + 0.1 U/mg protein, considered 100%) (Fie. SB).

Many other pelyzalacturonases from Aspergillus sp. have shown pH and temperature optima similar (Pedrolli et al., 2009] to those
found in this work, including pH 4.0-5.5 for A. japonicus (Semenova et al., 2003), pH 4.0 and 50 °C for A. niger (Anand et al., 2017),
and pH 5.0 and 55 °C for A. awameri CICC 2040 and A. niger SW06 polygalacturcnases (Adedeji and Ezekizl, 2019).

In addition, PGAj was highly stable at pH £.0-6.0, retaining its full initial activity after 4 h and approximately 75% of its initial ac-
tvity after 24 h. The enzyme stability reduced at pH 3.0, with a 4040 reduction in activity within 1 h, and 204 residual activity after
24 h (Fiz. 3C).

The thermostability of PGAj was determined by measuring residual enzyme activity after incubation at 50 °C and 55 °C (T'ig. 3D).
PCAj maintained 83% of its initial activity after 20 min at 50 °C, reaching its half life after 120 min ineubation, and still maintained
33% activity after 4 h. At 55 °C, the half-life of the enzyme was reached within appreximately 70 min incubation, and the activity
later reduced gradually to 33% after 4 h.

Fungal pectinolytic enzymes are reported to usually show sreater thermostability in an acidic madium, similar to the PGA] en-
zyme. Polygalacturonase rom a new strain of P. janthinellum VI2R3M showed 1009 stability at 50 ‘C and 80% stability at pH 3.0 -
pE 5.0 (Pagnonceli et al., 2019). The polygalacturonase from Penicillium sp. was acidophilic and stable in the pH range 4.0-5.0 (Yuan
etal., 2011). A. niger showed a polygalacturonase activity stable for 2 h at 30 and 40 °C at pH 4.0-6.0 (da Cimara Rocha et al., 2020).
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Fig. 3. Infuence of pH and temperature on the activiry and stability of FCAj. {£) Optimum pH for PGA]j activity was determined using Mellvzine (pH 3.0-6.5), Sodium
acetatz (pH 4.0-5.5), Hzpes (pH 7.0-£.0] and Trizma (pH 3.0-9.0) buffers, at 60 °C; (B) Enzyme actvity was evalnated ar 40 °C-70 C at the already established epti-
s pH; (C) Elfzcl ol pH wu POA] stability was delenmined Ly ioculating Qe ey oe ot pH 3.0-6.0 [un up 1o 24 1 without salbstate, (D) Theomostability of (e eueyine
waz avaluated at 30 °C and 535 °C feram to 4 b Alicuats were remaved at the indicated fime points for the meammemen of residial enzymaric activity i the stakelity
tests. Relative and residual actdvities were caloulatzd ar a percentage of maximum sctivity (100%]. All experiments were performed in triplicate snd the values obtained
are expressed s mean = standard deviation [SD).
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The polypalacluronase o A, (errews reachied ils hall-life on 2 L incubation al 40 °C (Vaz el al., 2021), similar (o the believior of
PaAj al 30 °C iu the prescul sludy. The polygalaciuonase [iom P uxalicurn was slable below 45 °C (Cheug el al., 2017).

3.3.2. Substrate specificity of PGA)

PGAj best preferred citrus pectin as substrate (8.45 + 1.6 U/mg prctein, considered 100%), followad by apple pectin
(47% = 21.2) and polyzalacturonic acid (20% = 1.2). No activity was detected for all other substrates test=d (Table 2).

Previous reports have shown that pectinases exhibit different substrate affinities, according to the percentage of esterification of
the substrates and degree of specificity of the enzyme. The polvgalacturonase from A. awamari CICC 2040 preferred pectin as the best
substrate for its activity (Ad=deji and Ezekiel, 2019). The polygalacturenase of Penicillium sp. showed the highest relative activity
(100%) for peolygalacturonic acid, followed relative activities of 77.5%, 19.4%, and 9% on pectins with 34%. 70%, and §5% esterifi-
cation, respeetively (Yuan et al, 2011). The P. janthinellum VI2ZR3M polygalacturonase exhibited 100% activity on polygalacturonic
acid, 55.5% on citrus pectin and showed no activity with CMC, Avicel, starch, and xylan (Pagnonceli et al., 2019).

3.4, Applicarion of PGAj and commercial pectinase (Pectinex) for fruir juice clarificarion

3.4.1. Clarification of different fruit juices

The purified PGAj was used for the clarification of 13 pulps of fruit juices in a 1: 1 ratio during 4 h incubation at 40 °C and 50 °C
(Table 3). We observed that the best clarifcation was obtained on Palmer mange juics pulp, with 65.5 = 0.1% juice clarification at
both temperatures tested (Fig. 4). This result was superior to that obtained using commercial pectinase (Pectinex), which achieved
49.3 + 1.3% and 51.5 = 0.1% clarification at 40 "C and 50 “C, respectively. Similarly, the Tommy mango pulp was clarihed
41.1 = 0.9% and 21.2 £ 1.4% using PGA] and Pectinex, respectively, at 40 "C.

Both FGAj and the commercizl pectinase showed similar activity against white guava and banana pulps, with 40.2 + 1.3% and
10.6 = 0.3% clarification achieved using PGAj and 37.1 = 1.0% and 15.5 = 0.3% using Pectinex, respectively. [n contrast to mango
pulp, PGAJ vould achicve ouly poor clanfication of apple (9.4 = 0.7%), acerola (2.4 = 0.19%) aud papaya (1.7 = 0.4%) pulps al
40 °C, which may be attzibuted w e low viscosily of Uiese Douit pulps, Wil the other uits tested (2uavina, oranee, welon, ponkan,
isis grape, and victory grape), the control pulps (without treatment) alrcady presented 100% transmittance, making 1t impossible to
detect clarification after enzyme ocatment.

Ir: a previous study, the use of commereial pectinase (3.6 U/ml) was shown to inerease the transmittance by more than 29.9%
(Cheng et al., 2016), Gani et al. (2020) demonstrated 38.80 = 5.03% to 91.10 = 9.03% clarification of pear juice using pectinase-
assisted exmaection, employing optimal processing eonditions of 1.90% enzyme coneentration and ineubaticn at 30 *C for 120 min.
Yuan et al. (2011) applied polygalacturonase of Penicillium =p. for apple juice clarifieation, which inereaszed the light transmittance by
71.8%.

Table 2
Subsmate speeideity of PGAJ.

Substrates (1%) Felatve actvity (%)
Pertin Tam citms 100
Pectin Tom zpple 47 = 21.2%
Polygalacturenic acid 20 = 1.2k
Xylan from birchwood ND
Xylan from oat spelts ND
Stzrch ND
Sucrose ND
Casein MD

= Mezn and standard deviations from mplicate expeniments; Mezns followed by the same letter in column do not differ statisueally by the Iukeys test (p < DUS);
NIr not detected.

Table 3
Pruit juies clarification using PGAj and 2 commereial pectinase (Pectinex).

Fruits (In namre) 40°C 50°C Frult julce pH
PGAj Pectinase PGAj Pectinace

Acziola 24 = 0.1° ND 22 = 0.04* ND 3.5-3.7
Danana 10.0 L 0.0 15.6 1 0.5° 7.4 L 0.0 155 - 0.0° 4.3-5.5
White guava 200 = 2.4k 33.6 = L7t 400 = 1.3 37.1 = Lo® 3.7-3.9
Apple 2.4 = 0.7° ND 5.8 = 3.01 ND 4.0-4.3
Papaya 1.7 = G.12 ND 1.1 = 0.5¢ ND 1.1 5.0
Mzngp (Palmer) 55.5 = 0.1° 493 + 1gb 654 + 1.1 515 = 0.1k 41-45
Mzngn (Temmy) 411 +nos 21+ 1.4k 427 + 142 206 = 0.1k 3739

NIt - not determined. The elarificarion (%) values were caleulated following Rosmine eral. (2017). FCA] - purtfied pelvgalzcruronase from A. japonicus; Pectnase - ecm-
mercial pectinase (Peetines). Values are given as the mean = standard deviation ard the diffcrent letters within cach row indicate significant difforenees (p < 0.05).
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(B) Clarifieation of Palme: mango juice with PGA] using different enzyme concertrations till 3 U/mL at 20 °C (@) and 50 °C (M.

242 Process optimization for clarification of Palmer mango juice by PGAJ

The optimum incubation time and enzyme concentration required for the clarification of Palmer mango juice (the best clarified
pulp by PCAj) using PGAj were evaluated in this study (Fig. <A). Within 2 h incubation, 30-40% clarification was achieved, reaching
65% atter 4 h. A similar study on the treatment of banana juice with purified pectinase from A. niger revealec that the highest clarfi-
carion was achieved when raw banana juice was imcubzted for 60 min with 2% purified pectinase and the measure of clarification in-
dex obtained was 0.10, although the extent of elarification did not significantly differ from that achieved using 30 min treatment
(Barman et al., 2015).

Moreover, PGAj loading was varied from 0.33 U/mL to 3 U/mL to test the effect of enzyme concentration on Palmer mango juics
clarificaticn, during 4 h at 40 °C and 50 °C (Fig. 4B). The extent of clarification increased proportional to enzyme loading, reaching
65% at the maximum PGAj concentiation tested (3 U/mL) (Supplementary Information). Patidar et al. (2020] reported that pome-
sranace juice treated with increasing concentrations of purified polvealacturcnase enzyme (0-80 U) produczd by A. niger ANO7 en-
hanced the clarification from 6.3% to 24.6% at 30 'C.

Thus, FGAj enzyme in the current study was incubated for 4 h at 40 °C and 50 °C and increased the clarificatior. of Pelmer mango
[65%], white zuava (40%), banana (11%), apple (9.4%), acerola (2.4%), and papaya (1.7%) juices, showing its efficiency for clarifi-
cation of fruit juices, and its potential for industrial application.

4. Conelusinn

PGAjwas obtained from A. japonicus using passion fruit peel as a carbon source, undsr SSF after 48 h growth. The purified enzyme
showed a molecular weight of approximately 40 kDa. The optimal pH, temperature and preferred substrate of PGAj were pH 4.0,
55 °C and citrus peetin, respeectivaly. PGAj also showed good stability in acidic pH. The enzyme showed potentizl for application in
beverage industries for the cfficient and economic preducton of clear frult julces.
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