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RESUMO

A aplicacdo de enzimas nas industrias tem crescido progressivamente devido a sua eficiéncia ambiental
e adaptabilidade. As pectinases desempenham um papel fundamental na degradagéo de polissacarideos
da parede celular vegetal, tornando o carbono mais acessivel para microrganismos devido a quebra
celular. Fungos filamentosos, especialmente do género Aspergillus, lideram a producéo em larga escala
dessas enzimas, que sdao amplamente empregadas na industria alimenticia, inclusive na clarificacdo de
sucos de frutas. Neste contexto, o objetivo geral foi realizar a purificacdo de poligalacturonases
produzida pelo fungo Aspergillus niger M2 e estudar suas caracteristicas bioquimicas, para entao aplicar
na clarificacdo de sucos de fruta. A purificagdo da poligalacturonase produzida por Aspergillus niger
M2 foi realizada por dois passos cromatograficos (DEAE-Fractogel e Phenyl-Sepharose), resultando em
dois picos P1 e P2. Poligalacturonase do P1 resultou em uma purificagdo de 27,5 vezes com 51,7% de
rendimento e uma atividade especifica de 41,2 U/mg de proteina. JA a poligalacturonase do P2
apresentou atividade especifica de 150,0 U/mg proteina, resultando em um fator de purificacéo de 100
vezes e um rendimento de 32,5%. Em termos de condigdes 6timas de atividade, P1 teve a sua melhor
atividade em pH 4,0 e temperatura de 55 °C, enquanto P2 atingiu o seu méaximo de atividade em pH 5,0
e temperatura de 50 °C. Além disso, P1 manteve mais de 90% de sua atividade residual ap6s 4 horas em
pH 4,0, enquanto P2 manteve 100% de sua atividade residual ap6s 2 horas nos trés pH avaliados (3,0,
4,0, 5,0) Ambas as enzimas retiveram mais de 70% de sua atividade residual ap6s 4 horas temperaturas
de 50, 55 e 60°C. Para os parametros cinéticos, tanto P1 como P2 demonstraram maior afinidade ao
acido poligalacturénico (Ku de 1,93 e 1,62 mg/ml, respectivamente), seguido da pectina citrica e pectina
de maca. Ja para os testes de clarificacdo de sucos pelas poligalacturonases, foram utilizadas 8 polpas
de frutas, onde os melhores resultados foram obtidos pelas polpas de carambola, 270,6% e 248,8% para
P1e P2, respectivamente. Em seguida as polpas de goiaba branca, P1 (183,9%) e P2 (183,1%), e banana-
da-terra, chegando a 142,0 e 142,5% para P1 e P2, respectivamente. Assim, pode-se inferir que as
poligalacturonases semi-purificadas a partir de Aspergillus niger M2 demonstram um grande potencial
para serem aplicadas nas industrias de bebidas, desempenhando um papel fundamental na producgéo

eficiente e econdmica de sucos de frutas com maior clareza.

Palavras-chave: poligalacturonases, Aspergillus niger, clarificacdo de sucos.



ABSTRACT

The application of enzymes in industries has been steadily growing due to their environmental efficiency
and adaptability. Pectinases, a group of enzymes, play a crucial role in the degradation of plant cell wall
polysaccharides, making carbon more accessible to microorganisms due to cell wall breakdown.
Filamentous fungi, especially of the genus Aspergillus, lead the large-scale production of these enzymes,
which are widely employed in the food industry, including in fruit juice clarification. In this context, the
overall objective was to purify polygalacturonases produced by the fungus Aspergillus niger M2 and
study their biochemical characteristics, and then apply them in fruit juice clarification. The purification
of polygalacturonase produced by Aspergillus niger M2 was carried out through two chromatographic
steps (DEAE-Fractogel and Phenyl-Sepharose), resulting in two polygalacturonases, P1 and P2. P1 was
purified with a purification factor of 27.5 times, yielding 51.7%, and a specific activity of 41.2 U/mg of
protein. P2, on the other hand, had a specific activity of 150.0 U/mg of protein, resulting in a purification
factor of 100.0 times with a yield of 32.5%. Regarding the optimal activity conditions, P1 exhibited
better activity at pH 4.0 and a temperature of 55 °C, while P2 reached its peak activity at pH 5.0 and a
temperature of 50 °C. Furthermore, P1 retained over 90% of its residual activity after 4 hours at pH 4.0,
while P2 maintained 100% of its residual activity after 2 hours at the three pH levels evaluated (3.0 —
5.0). Both enzymes retained over 70% of their residual activity after 4 hours at temperatures of 50 °C,
55 °C, and 60 °C. For kinetic parameters, both P1 and P2 showed a higher affinity for polygalacturonic
acid (with Ky values of 1.93 and 1.62 mg/ml, respectively), followed by citrus pectin and apple pectin.
As for the juice clarification tests using polygalacturonases, eight fruit pulps were used, with the best
results obtained for carambola pulp, 270.6% and 248.8% for P1 and P2, respectively. Next were white
guava pulps, 183.9% for P1 and 183.1% for P2, and plantain pulp, reaching 142.0% and 142.5% for P1
and P2, respectively. Therefore, it can be inferred that polygalacturonases purified from Aspergillus
niger M2 demonstrate significant potential for application in the beverage industry, playing a crucial

role in the efficient and cost-effective production of fruit juices with greater clarity.

Keywords: polygalacturonase, Aspergillus niger, juice clarification.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos destacam-se como excelente fonte de enzimas para aplicagdes
industriais, fomentando o desenvolvimento de tecnologias mais econdmicas, gragas ao seu
baixo consumo de recursos, além de adotarem uma abordagem mais ecoldgica, caracterizada
pela reducdo nas emissdes de carbono e pelo uso responsavel dos recursos naturais (Shrestha et
al., 2021). Nessa perspectiva, fungos filamentosos desempenham um papel fundamental na
producdo de enzimas industriais por mais de cinco décadas devido a diversas possibilidades de
aplicacdes, alta especificidade, estabilidade e agilidade no processo (Dalbgge, 1997). Além
disso, as enzimas sdo uma alternativa menos agressiva ao meio ambiente se comparado com
opcdes ndo biologicas, agindo sob temperaturas e pressbes menores, 0 que também reduz
custos. O mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 11,47 bilhdes durante 2021 e estima-
se que aumente a uma taxa de crescimento anual de 6,5% a partir de 2022 até 2030 (Maghraby
etal., 2023).

As pectinases s&0 um grupo de enzimas capazes de degradar a pectina, um
polissacarideo presente na lamela média e parede celular priméria de cereais, fibras, frutas e
vegetais, levando a desintegracao do tecido, causando modificaces visualmente perceptiveis
durante o amadurecimento de frutas e consequentemente facilitando para que outros
organismos obtenham o carbono resultante da fragmentacédo celular (Polizeli et al., 2013).
Nesse contexto, muitos microrganismos obtém nutrientes da decomposicédo da pectina, o que
leva a producdo de enzimas capazes de quebrar essa substancia, conhecidas como pectinases.
Entre os principais produtores dessa enzima, destacam-se os fungos do género Aspergillus.
(Shrestha et al., 2021).

O uso de pectinases é importante para degradacdo da pectina presente em frutas que
geram sucos com alta viscosidade e turbidez, uma vez que estes ainda contém residuos de
pectina da parede vegetal. No contexto de producdo industrial de sucos, pectinases sao aplicadas
sobretudo na clarificacao de sucos, a fim de reduzir a viscosidade da polpa e consequentemente
sua turbidez, facilitando o processo de filtracdo e aumentando a qualidade do produto final
(Ramadan, 2018). Porém, a fim de aplicar as enzimas na industria com maxima eficacia, é
necessario que estas sejam estaveis atuando em valores de temperatura e pH 6timos (Haile e

Ayele, 2022). Portanto, a industria biotecnoldgica tem grande interesse em estudos que

Nathalia Nunes Glienke Dissertagéo




investiguem métodos de purificacdo simples e econdmicos, capazes de alcancar elevados
indices de purificacdo e recuperacdo de enzimas. Testes preliminares realizados no laboratorio
de bioquimica indicaram que o fungo Aspergillus niger produziu pectinases quando crescido
em erva-mate como fonte de carbono. Assim, o objetivo do trabalho foi produzir, purificar e
caracterizar poligalacturonases Aspergillus niger M2 e aplicar nos processos de clarificagéo de

diferentes sucos de frutas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomassa

Conforme o Programa das Nacgdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), a
agricultura desempenha um papel crucial na producéo anual de cerca de 5 bilhdes de toneladas
de biomassa, incluindo residuos como farelo de arroz, bagaco de cana-de-agucar e residuos de
frutas (Wang et al., 2016). A magnitude dessa producdo se torna ainda mais evidente quando
consideramos o crescimento da popula¢do humana, o qual tem gerado uma demanda incessante
por alimentos. Nas Ultimas cinco décadas, a producao agricola triplicou, uma expansao que se
atribui tanto ao avanco tecnoldgico rumo a revolucdo verde quanto a expansdo das areas de
cultivo (Adejumo e Adebiyi, 2021).

No entanto, essa expansdao da producdo agricola ndo estd isenta de desafios e
implicacdes. Além de fornecer cerca de 24 milhdes de toneladas de alimentos em todo o mundo,
o setor agricola também gera uma quantidade significativa de residuos organicos e subprodutos,
muitos dos quais podem ser reaproveitados (Ferdes et al., 2022). Assim, esses residuos
agroindustriais podem apresentar como uma alternativa para o cultivo de fungos e a producéo
de enzimas, ja que a biomassa representa uma fonte de nutrientes (Nighojkar et al., 2019), além

de ser uma opcao mais econémica (Bharathiraja et al., 2017).

A biomassa consiste em uma matriz complexa de polissacarideos, tais como celulose,
hemicelulose e pectina, além da presenca de lignina, bem como quantidades reduzidas de sais
minerais e proteinas. A composicdo da parede celular lignocelulésica das plantas exibe
variacOes que estdo sujeitas a fatores como a espécie vegetal, sua idade, 0 momento da colheita
e as condi¢Oes e estagios de crescimento envolvidos (Infante, 2020). Dentre os diversos tipos
de polissacarideos que compdem a biomassa vegetal, a pectina se destaca. Ela é encontrada em
abundancia nos vegetais provenientes dos residuos resultantes da agroindistria. Essa riqueza
de pectina pode ser observada em varias fontes, incluindo a casca de tomate, que pode conter
até 83,50% de pectina em sua composic¢ao. Além disso, outros exemplos incluem a casca de
mamao (49,83%), casca de manga (31,80%) e casca de limdo (33,60%) (Chan et al., 2017).

Muitos desses residuos sdo, por sua vez, subprodutos provenientes da industria alimenticia.
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Esse potencial pouco explorado dos residuos agroindustriais ressalta a relevancia de
buscar maneiras sustentaveis e eficazes de aproveitar a pectina presente nesses materiais. Ao
fazé-lo, ndo apenas ha a promocdo da valorizacdo desses residuos, mas tambem ha a

contribuicdo para a criacao de solugdes mais ecoldgicas e sustentaveis.

2.2 Parede Celular

As frutas sdo constituidas sdo constituidas, predominantemente, por tecido
parenquimatico, que por sua vez € composto por células vegetais. Essas células caracterizam-
se pela presenca de paredes celulares, cuja estrutura ndo sé determina o tamanho e a forma da
célula, mas também influencia a textura do tecido. A parede celular, por sua vez, é segmentada
em, pelo menos, trés regides distintas: lamela média, parede primaria e parede secundaria
(Figura 1A). Na parede priméria, encontramos principalmente celulose, hemiceluloses,
substancias pécticas, proteinas (como glicoproteinas e enzimas) e agua (Figura 1B). A parede
secundaria, por outro lado, é mais rigida, apresentando maiores concentracdes de celulose,
hemiceluloses e lignina, podendo até ser composta por trés camadas (S1, S2 e S3). A lamela
média é a camada rica em pectina, mantendo juntas as paredes primarias de células adjacentes
(Raven et al., 2014; Infante, 2020).

Parede celular

priméria Lamela média, rica em pectina

Parede celular prima

~ Celulose
~ Hemicelulose

Parede celular

secundaria
b 50 '
nm

Figura 1. Parede celular vegetal (A) Estrutura geral da parede celular vegetal (Fonte: Adaptado
de Madden, 2000). (B) Representacdo dos componentes da parede celular vegetal (Fonte: Raven
etal., 2014).
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A pectina é uma das principais responsaveis pela coesdo das células vegetais, formando
a matriz extracelular que mantém a integridade dos tecidos. Por isso, desempenha um papel
central na maturacdo das frutas, influenciando sua textura, sabor e aroma a medida que a sua
estrutura vai sendo alterada por enzimas especificas. Esse processo € essencial para garantir que

as frutas alcancem o ponto de consumo ideal (Polizeli et al., 2013).

A primeira descoberta da pectina ocorreu em 1790, quando Vauquelin a identificou no
suco de maca (Vauquelin, 1790). A sua nomenclatura, por sua vez, foi estabelecida por
Braconnot em 1825, que derivou o termo do grego "pektikos", associado a congelar ou
solidificar (Chan et al., 2017). Presente em tecidos jovens, frutas e vegetais, a pectina exibe um
papel crucial na sustentacdo do tecido vegetal. A sua capacidade de formar um gel ndo apenas
contribui para a adesdo celular, mas também desempenha um papel significativo no
amolecimento das paredes celulares, facilitando, assim, o alongamento das células (Chan et al.,
2017; de Assis et al., 2001). Ao conferir forca e suporte, a pectina desempenha um papel
fundamental na consisténcia celular e na resisténcia mecanica das plantas. No entanto, suas
influéncias ndo se limitam a esses aspectos. A pectina também exerce influéncia sobre multiplas
propriedades da parede celular, incluindo a porosidade, carga superficial, pH e equilibrio idnico.
A formacdo de redes pelas quais ela captura moléculas de soluto facilita o transporte idnico
(Harholt et al., 2010; Voragen et al., 2009), ampliando ainda mais o seu papel intrincado e vital
no contexto da biologia vegetal. Pectina também €é conhecida por ser um agente gelificante,
formando gel na presenca de ions Ca*™ em pH &cido e por isso encontra grande aplicagdo na
industria alimenticia, especialmente na preparacdo de compotas e geleias (Karmakar e De,
2019).

Do ponto de vista quimico, a pectina revela-se como um heteropolissacarideo,
constituido por uma cadeia central que contém centenas a milhares de residuos de acido D-
galacturonico (GalA), interligados por meio de uma ligagao a-1,4, como pode ser observado na
Figura 2. Além disso, apresenta cadeias laterais que incorporam L-ramnose, L-arabinose, D-
galactose e D-xilose. A parcela linear da cadeia principal é identificada como
homogalacturonana (HG) ou, simplesmente, galacturonana. Essa por¢do é composta por
homopolimeros lineares de residuos de acido D-galacturdnico, nos quais grupos acidos estao,
em parte ou na totalidade, esterificados com grupos metila, conferindo maior resisténcia a

hidrolise dessa ligacéo glicosidica (Chan et al., 2017; Infante, 2020).
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J& a segunda parcela da cadeia, denominada ramnogalacturonana (RG), divide-se em

duas categorias, a saber, ramnogalacturonana | (RG-I) e ramnogalacturonana Il (RG-I1).

i. A ramnogalacturonana | (RG-I) é composta por uma cadeia principal que pode
abranger até 100 unidades repetidas de um dissacarideo, formado alternadamente por
acido D-galacturonico e ramnose. A inclusdo aleatoria de ramnose nessa cadeia
principal ocasiona uma tor¢cdo que promove a conexao com cadeias laterais de arabinose
e galactose (Chan et al., 2017; Infante, 2020).

ii. A ramnogalacturonana Il (RG-I1) consiste em um homopolimero, composto
por uma cadeia principal com aproximadamente nove ligacbes de acido D-
galacturénico, associada a quatro cadeias laterais complexas. Estas ultimas envolvem
12 monossacarideos diversos e 20 ligacBes distintas. Ao contrario de RG-I, RG-II
baseia-se em um suporte estrutural de HG, com as cadeias laterais complexas ligadas
aos residuos de GalA (Chan et al., 2017; Infante, 2020).

Rhamnogalacturonan | 9.. Rhamnogalacturonan |1
o
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g @ 0
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Figura 2. Representacdo esquematica das estruturas de pectinas (Polizeli et al., 2013)

A intrincada estrutura da pectina propicia uma ampla diversidade de configuragdes na
natureza, cada qual recebendo uma classificacdo Unica. Dentro dessa gama, as pectinas se

dividem em protopectinas, cido péctico, acido pectinico e pectina propriamente dita (Kashyap
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et al., 2001). As protopectinas, presentes em tecidos de plantas intactos e insollveis em &gua
(Polizeli et al., 2013), exercem o papel de "cola” entre as paredes celulares de células vegetais
distintas em frutos verdes. No processo de amadurecimento, essas protopectinas sao convertidas

em pectina por um conjunto de enzimas denominadas pectinases (Infante, 2020).

Acidos pécticos, sdo sollveis em &gua e contém quantidades modestas de grupos
metoxil, enquanto os &cidos pectinicos, que tém a habilidade de formar gel quando em meio a
concentragOes elevadas de aglcares e baixo pH. Esses Ultimos sdo comuns em preparaces
como geleias e doces de frutas (Yamashita, 2017). J& as pectinas, conferem estrutura, firmeza

e capacidade de resisténcia a compressdo aos tecidos vegetais (Santi et al., 2014).

Dado que a pectina € um composto complexo e essencial nas estruturas vegetais, seu
manejo exige métodos altamente especializados. Nesse contexto, entram em cena as enzimas,
especialmente as pectinases, que se destacam como ferramentas indispensaveis para decifrar a

complexa matriz de ligacdes que compdem a pectina.

2.3 Pectinases

As pectinases formam um grupo distinto de enzimas que possuem a capacidade de
catalisar a degradacdo dos polimeros de pectina encontrados na parede celular das plantas. Essas
enzimas séo classificadas de acordo com seu mecanismo de agéo na cadeia principal, atuando
predominantemente na despolimerizacdo (hidrolases e liases), na desesterificacdo (esterases)
ou na conversdo da protopectina em pectina (protopectinases) (Guimardes, 2023; Infante,
2020).

As enzimas responsaveis pela despolimerizacdo atuam ao romper a ligacao glicosidica
a-1,4 entre as moléculas de acido galacturénico. Esse processo pode ocorrer por hidrolise, feita
por hidrolases como poligalacturonases (PG) ou polimetilgalacturonases (PMG), ou por trans-
eliminacdo, mediada por liases como as pectato liases (PN) (Kavuthodi e Sebastian, 2018),
como mostra a Figura 3. A classificacdo dessas enzimas também depende de sua seletividade
para hidrolise ou trans-eliminacgdo, voltadas para pectina, acido péctico ou oligogalacturonato
como substratos. Além disso, a agdo das enzimas pode ser aleatoria (endo-) ou terminal (exo-),
contribuindo para diferentes padres de degradacdo, como mostra a Tabela 1. (Kavuthodi e
Sebastian, 2018; Kohli e Gupta, 2015).
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Figura 3. Representacdo esquematica da acdo das pectinases (Adaptado de Poletto et al., 2015)

As pectinases voltadas a desesterificacdo da pectina sdo denominadas esterases,
operando por meio da hidrolise das ligagBes éster presentes na estrutura da pectina. Este
conjunto engloba dois tipos distintos de enzimas: a pectina metil esterase (PME) e a pectina
acetil esterase (PAE). A atuacdo das esterases desempenha um papel fundamental no processo
de degradac@o completa da pectina, uma vez que as hidrolases e liases requerem substratos sem
grupos esterificados para exercerem sua agdo de maneira efetiva (Kavuthodi e Sebastian, 2018).

As protopectinases (PPases), por outro lado, sdo enzimas com a capacidade de degradar
protopectinas insollveis em agua, promovendo a quebra das ligacGes de GalA com outros
polissacarideos presentes na parede celular, resultando na formacdo de pectina solUvel
altamente polimerizada. Séo classificadas em PPases de tipo A e B, dependendo de onde na
estrutura da pectina a enzima ira agir. Protopectinases de tipo A reagem com a regiao interna
da cadeia de GalA, enquanto as protopectinases de tipo B agem na extremidades do
polissacarideo, ou seja, com as cadeias de polissacarideos que podem estar conectadas as

cadeias de acido poligalacturénico (Guimaraes, 2023).
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Tabela 1. Enzimas pectinoliticas e seus substratos

Classificacéo Nome Substrato
Protopectinases Protopectinases tipo A Protopectina
b Protopectinases tipo B Protopectina
Endo-

polimetilgalacturonases Pectina

Hidrolases Exo-polimetilgalacturonases Pectina
Endo-poligalacturonases Acido péctico
Exo-poligalacturonases Acido péctico

Endo-pectina liases Pectina
Liases Endo-pectato liases Acido péctico
Exo-pectato liases Acido péctico

Esterases Pectina metil esterases Pectina

Pectina acetil esterases Pectina

Fonte: (Guimardes, 2023)

O conjunto dessas enzimas decompde a pectina presente na lamela média, levando a
desintegracdo do tecido, que pode ser utilizada como fonte de carbono ou sofrer modificactes
durante a maturacédo do fruto. Esse processo de desintegracdo do tecido através da degradacédo
da pectina da lamela média é conhecido como maceracao celular. Como resultado, pectinases
sdo produzidas por varias formas de vida, principalmente plantas, para auxiliar na maturacao
de frutos, e por microrganismos que utilizam essas plantas como fonte de nutrientes (Polizeli et
al., 2013). Pectinases, sdo produzidas tanto por organismos procarioticos, que sintetizam
especialmente pectinases alcalinas, ou por eucariéticos, especialmente fungos, que sintetizam

pectinases 4cidas (Hoondal et al., 2002; Kashayp et al., 2001).
2.4 Microrganismos produtores de pectinases

Os microrganismos destacam-se como excelentes produtores de enzimas com
aplicacdes em diferentes setores da industria, possibilitando o desenvolvimento de tecnologias
mais econdmicas devido ao baixo consumo de recursos, além de serem uma abordagem mais

ecologica, caracterizada pela reducéo nas emissdes de carbono (Kohli and Gupta, 2015).
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Pesquisas revelam que aproximadamente 35% da producdo total de pectinases tem
origem em bactérias e 55% por fungos e leveduras (Shrestha et al., 2021). Dentre os principais
géneros bacterianos utilizados para a sintese dessas enzimas, destacam-se Bacillus e
Pseudomonas (Hoondal et al., 2002). Bactérias tendem a produzir pectinases funcionais em
niveis de pH mais elevados, o que possibilita sua aplicacdo em processos alcalinos, como no
processamento téxtil e biodecapagem de fibras de algoddo (Anand et al., 2017). Por exemplo,
pectinases derivadas de Bacillus tequilensis demonstraram notavel estabilidade, apresentando
niveis maiores de atividade em um ambiente com pH 10,0. Da mesma forma, como observado
por Shrestha e colaboradores (2021), a pectina liase proveniente de Paenibacillus xylanolyticus
exibiu estabilidade em pH 9,0 (Shrestha et al., 2021).

Mais da metade da producéo total de pectinases é proveniente de fungos e leveduras.
(Kavuthodi e Sebastian, 2018). Fungos filamentosos tém desempenhado um papel fundamental
na producdo de enzimas industriais por mais de cinco decadas (Dalbgge, 1997), sendo
reconhecidos como excelentes produtores de pectinases e frequentemente empregados na
fermentacdo em estado solido (SSF) para uma producdo mais econdmica (Kavuthodi e
Sebastian, 2018). Devido a sua facilidade de propagacdo e capacidade de adaptagdo a diferentes
ambientes e substratos, 0s microrganismos encontram-se bem posicionados para utilizar
residuos vegetais como substratos durante os ciclos de cultivo (Guimarées, 2023). Um exemplo
notavel é a erva de tereré, amplamente consumida e descartada no Brasil (Sant’ Ana et al., 2016).
Esses residuos possuem um potencial significativo para serem empregados como substratos na

producdo de enzimas pelos microrganismos.

Diversas espécies de fungos tém sido empregadas na producédo de pectinases, incluindo
Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme, Penicillium sp., Rhizopus stolonifer, Trichoderma sp.,
Neurospora crassa, Aspergillus niger, A. flavus, A. awamori, A. sojae e A. foetidus (Ramadan,
2018; Ruiz et al., 2016).

A principal aplicacdo destas pectinases produzida por microrganismos esta na industria
alimenticia, onde sdo utilizadas na preparacdo de sucos, vinhos, fermentagdo de ché e café.
Nesta indudstria, a cepa mais frequentemente utilizada na producéo de pectinases pertence ao
género Aspergillus. Esta escolha é de significativa importancia, uma vez que essa cepa €
conhecida por sintetizar metabdlitos ndo toxicos de relevancia econémica (John et al., 2020;

Shrestha et al., 2021). Adicionalmente, o uso de Aspergillus sp. como microrganismo produtor
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é amplamente reconhecido por sua seguranca. Conforme a Administracdo Federal de Alimentos
e Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos, tanto Aspergillus niger quanto Aspergillus oryzae
sdo classificados como espécies seguras para aplicacdo na industria alimenticia (Haile e Ayele,
2022).

2.5 Género Aspergillus

Aspergillus, um dos géneros mais antigos de fungos e é extremamente diversificado e
amplamente distribuido de fungos ascomicetes filamentosos, compreendendo mais de 200
espécies, em sua maioria assexuadas. Crescem abundantemente como sapréfitas em vegetacao
em decomposicao, tendo sido encontrados no feno, pilhas de composto organico, folhagem e
semelhantes (Gugnani, 2003). A maioria das espécies esta adaptada a degradacéo de polimeros
vegetais complexos, mas também podem alimentar-se de substratos tdo diversos como o

estrume e até tecidos humanos (Goldman and Osmani, 2008).

Além disso, os fungos deste género desempenham papéis fundamentais em diversos
processos industriais, incluindo a producdo de enzimas (como amilases e xilanases), a sintese
de produtos quimicos essenciais (&cido citrico) e a fabricacdo de alimentos. IniUmeras espécies
de Aspergillus sdo reconhecidas por sua capacidade de produzir metabolitos de interesse
industrial, destacando-se entre elas o Aspergillus nidulans, Aspergillus japonicus, Aspergillus
oryzae e Aspergillus sojae (Goldman and Osmani, 2008). No entanto, uma das espécies mais
estudadas e utilizadas na industria é o Aspergillus niger.

2.5.1 Aspergillus niger

Em 1917, o quimico de alimentos James Currie foi o primeiro a descrever as
propriedades do Aspergillus niger na producéo de acido citrico, um importante antioxidante,
conservante, acidulante, regulador de pH e aromatizante em alimentos e bebidas (Behera,
2020). Embora essa aplicacdo seja amplamente conhecida h4 mais de 100 anos, as suas
utilizacdes industriais se expandem para além disso, incluindo a producao de enzimas e outras
moléculas relevantes. Com o avancgo tecnoldgico e a adogdo de técnicas de cromatografia,

diversas enzimas de A. niger foram purificadas e estudadas, como oxidases, desidrogenases,
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hidrolases, celulases e pectinases. Essas descobertas ndo apenas foram Uteis para a producdo
industrial de enzimas, mas também contribuiram significativamente para a compreensao da

funcdo enzimatica (Cairns et al., 2018).

Além disso, A. niger também tem sido empregado na fabricacdo de coquetéis
enzimaticos para degradar polissacarideos vegetais, com a producdo de celulases,
hemicelulases e pectinases, capazes de decompor a matéria vegetal. Estima-se que esta espécie
de Aspergillus possua mais de 170 genes codificantes relacionados a degradacéo de biomassa
vegetal, tornando-se um recurso valioso e versatil para a industria bioquimica e biotecnoldgica,
com potencial significativo para desenvolver solucBes inovadoras na producdo de

biocombustiveis, alimentos e produtos sustentaveis (Cairns et al., 2018).

Dessa forma, torna-se evidente uma ampla variedade de aplicacfes para os fungos do
género Aspergillus em varias industrias, destacando-se especialmente o A. niger, uma espécie

ja amplamente estabelecida e estudada.

2.6 AplicacOes na industria

A aplicacao de enzimas, como celulases, xilanases e pectinases, em diversos setores da
industria, tem experimentado um crescimento continuo. Esse aumento € atribuido a ampla gama
de possibilidades de utilizacdo, bem como a alta especificidade, estabilidade e eficiéncia que
essas enzimas trazem aos processos industriais (Haile & Ayele, 2022). Além dessas vantagens,
as enzimas apresentam-se também como uma alternativa menos agressiva ao meio ambiente,
se comparadas a opc¢des ndo biologicas, além de agir em temperaturas e pressdes menores,
reduzindo também custos, configurando a chamada biotecnologia branca (Cologna et al., 2018;
Shrestha et al., 2021).

O primeiro uso comercial de uma pectinase foi registrado em 1930. Atualmente, o
mercado global de pectinase tem projec@es de atingir até 450,3 milhdes de dolares em 2028
(Global Pectinase Market Research Report, 2023). E relevante destacar que a producio e
comercializacdo de pectinases ocupam aproximadamente 10% do mercado global de enzimas
em geral (Berger, 2014), e representam significativos 25% do mercado de enzimas na esfera da

industria de alimentos e bebidas (Amin et al., 2022).

Nathalia Nunes Glienke Dissertagéo

24



Pectinases podem ter inimeras aplica¢cBes na industria, como industrias de papel e
celulose, tratamento de aguas residuais, producao de bioetanol, extracdo de DNA e isolamento
de protoplastos de uma planta, na preparacdo de racdo animal, sacarificacdo e liquefacéo de
biomassa, maceracdo e degomagem de fibra vegetal, bio lavagem de fibra de algodao,
fermentac&o de café e cha (Shrestha et al., 2021). Mas sua principal aplicagdo est4 na industria
alimenticia, sendo especialmente usadas na producéo de vinhos e sucos (De Souza e Kawagulti,
2021).

As pectinases tém amplo uso no processo de producéo de vinho. S&o adicionadas a polpa
antes e apés a fermentacéo, além de serem aplicadas para a sedimentacao de particulas durante
a fermentacdo. A adicdo dessas enzimas resulta em vinhos mais limpidos, com melhorias nas
caracteristicas, como quantidade de compostos fendlicos, cor e aroma (Nighojkar et al., 2019;
Zavala-Paramo et al., 2021). Ja na sua principal aplicacdo comercial, na industria de sucos, esta
enzima € utilizada na clarificacdo de sucos, onde pode ser combinada com outras enzimas, a
fim de reduzir a viscosidade da polpa e consequentemente sua turbidez, além de facilitar o
processo de filtragdo (Ramadan, 2018). Devido a presenca de pectina, 0s sucos de frutas exibem
naturalmente caracteristicas de turbidez e viscosidade. Essas caracteristicas apresentam
desafios tanto nos processos industriais quanto no valor comercial do produto final, uma vez
gue sucos mais limpidos possuem um maior apelo junto aos consumidores (Haile e Ayele,
2022). Isso ocorre devido a uma interacdo durante os processos industriais: a pectina, com sua
carga negativa, pode revestir moléculas de proteinas carregadas positivamente. Esse
revestimento resulta na formacéo de particulas suspensas que conferem ao suco sua aparéncia
gelatinosa, viscosa e turva, além de propiciar o crescimento de microrganismos, diminuindo a

qualidade e validade do suco (Karmakar e De, 2019).

Portanto, a adicdo de pectinases apds o processo de maceracdo desencadearia a
degradacdo da pectina (despectinizacdo), expondo as proteinas carregadas positivamente. A
exposicao dessas proteinas carregadas positivamente reduz a repulsdo eletrostatica entre as
particulas da suspensao, levando a formacéo de particulas mais densas, que irdo decantar. Esse
processo adicional de estabilizagdo resulta em uma particula mais volumosa, contribuindo para
a obtencdo de um suco mais limpido (Tapre e Jain, 2014). Adicionalmente, as pectinases tém o
efeito de diminuir a capacidade de retencdo de agua da pectina, o que resulta na reducao da

viscosidade e turbidez do suco. Por isso, o tratamento enzimatico promove a clarificacdo do
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suco ao desdobrar a pectina, auxiliando na sedimentagdo das particulas em suspensdo e
eliminando alteracBGes indesejaveis de cor, aroma e estabilidade (Nighojkar et al., 2019;
Shrestha et al., 2021; Tapre e Jain, 2014).

Com isso, diversas pectinases sdo aplicadas na clarificacdo de diversos sucos de
interesse comercial, como suco de macé usando enzimas produzidas pelo género Aspergillus
(Joshi et al., 2011), chegando a uma reducdo de até 90% da turbidez com pectinases de
Aspergillus niger (Kant et al., 2013a; Sandri et al., 2013). Sucos de manga (Kumar et al., 2012)
e algumas frutas citricas, como laranja e limdo também obtiveram bons resultados com a
aplicacdo de pectinase produzida por Aspergillus foetidus. Diaz et al. (2013) relataram uma
clarificacdo de cerca de 95% em suco de laranja por uma combinacao de poligalacturonase e
xilanase de Aspergillus awamori. Outros estudos também identificaram a eficacia de
microrganismos na clarificagdo de sucos de diferentes frutas. Por exemplo, pectinases de
Aspergillus tubingensis foram apontadas como responsaveis pela clarificacdo de suco de
abacaxi (Patidar et al., 2016). Além disso, pectinases produzidas tanto por A. niger (Tochi et
al., 2009) quanto por Penicillium occitanis demonstraram capacidade de reduzir cerca de 77%
da viscosidade e 47% da turbidez em sucos de limdo (Maktouf et al., 2014). Portanto, é possivel
verificar uma grande variedade de aplicacGes das poligalacturonases na clarificacédo de diversos

SUcCos.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Purificar e caracterizar as poligalactuornases de Aspergillus niger M2 e sua aplicacao

nos processos de clarificagéo de suco de frutas.
3.2 Objetivos especificos:

I Producdo das pectinases de Aspergillus niger M2 usando a erva de tereré como fonte
de carbono;
ii. Identificacdo molecular e filogenética;
iii. Purificacdo das poligalacturonases através de colunas cromatograficas;
v, Caracterizacdo bioquimica das poligalacturonases, quanto ao pH e temperatura,
estabilidade térmica e ao pH, cinética enzimatica (Km, Vimax, Kcat € Keatl Kwm);
v.  Aplicacdo das enzimas nos processos de clarificacdo de sucos de frutas citrica

comparando com a enzima comercial,
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e Manuteng&o do microrganismo

Foi selecionado o fungo filamentoso Aspergillus niger M2 (Genbank: PP263611) para
este trabalho, sendo a identificacdo morfoldgica realizada pela técnica Clarice Rossato
Marchetti da Micoteca da UFMS de Campo Grande/MS e a molecular pela GoGenetic,
conforme descrito no item 4.2. A manutencéo do fungo ocorreu por meio de repiques periddicos
a cada 30 dias em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) inclinado mantido em estufa a
35°C durante 5-7 dias. Depois foi armazenado em geladeira e usados no momento do

experimento.

4.2 ldentificacdo Molecular

A extragcdo do DNA do microrganismo foi conduzida conforme a metodologia descrita
por Tel-Zur et al. (1999). As amostras de DNA gendmico foram encaminhadas para GoGenetic
para sequenciamento da regido ITS, conforme protocolo estabelecido por White et al. (1990),
utilizando os primers ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3).

As sequéncias da regido ITS foram analisadas e alinhadas utilizando o software BioEdit
7.0.5.4 e editadas manualmente. A identificacdo taxonémica foi realizada por meio do BlastN
disponivel no National Center for Biotechnology Information (NCBI). A construcdo da arvore
filogenética foi executada utilizando o método de Neighbor-Joining (NJ) com 1000 réplicas
(Bootstrap). As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o modelo Kimura 2-

parametros, empregando o software MEGA 6.0.

4.3 Producao da pectinase em fermentacéo em estado solido (SSF)

Para a producdo das pectinases em estado sélido, os esporos de Aspergillus niger M2

foram ressuspendidos em 10 ml de solucéo de sais contendo (NH4)2SO4 (0,1%) e MgSO4.7H20

Nathalia Nunes Glienke Dissertagéo




(0,1%), e colocados em Erlenmeyers de 250 ml contendo 5 gramas de erva de tereré (llex
paraguariensis) usada como fonte de carbono. Para a producao das enzimas, o0 meio sélido foi
colocado em estufa a 35°C durante 72 horas. Apos o crescimento em estado solido, as culturas
foram incubadas com 50 ml de 4gua destilada, agitadas durante 30 minutos a aproximadamente
4°C e 100 rpm em um agitador e filtradas usando bomba a véacuo, kitassato e funil de Buchner
com papel filtro e foram dialisadas contra 4gua a 4°C durante 24 horas. O filtrado dialisado

obtido foi considerado como extrato bruto contendo as enzimas, usado nos ensaios posteriores.

4.4 Ensaio enzimatico e proteico

A atividade da poligalacturonase foi determinada por meio da incubacao da enzima em
tampdo Mcllvaine pH 4,0 (MclLvaine, 1921) com 1% de pectina citrica a 60°C. Apos a
incubacdo, foram retiradas aliquotas de 0, 15 e 30 minutos, interrompendo a reacdo com acido
3,5- acido dinitrosalicilico (DNS), conforme a metodologia de Miller (1959). Uma unidade de
enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol
de &cido galacturénico por minuto, nas condi¢cdes do ensaio. A dosagem de proteinas foi
realizada segundo o método de Lowry et al. (1951), usando soroalbumina bovina como padrao.
A atividade especifica foi determinada usando unidades por miligrama de proteina (U/mg).

4.5 Purificagdo enzimatica

As enzimas foram semi-purificadas aplicando o extrato bruto dialisado (50 ml) na
coluna DEAE-fractogel (2,0 x 11,0 cm), previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 10 mM
pH 8,0. As proteinas retidas foram eluidas em gradiente de 0 a 1 M de NaCl, usando 0 mesmo
tampdo. Fracdes de 3 ml com atividade enzimatica foram coletadas automaticamente, reunidas

e dialisadas.

Em seguida, a amostra do pico 2 obtida em DEAE foi equilibrada com tampéo Tris-
HCI, 10 mM, pH 8,0, contendo 1M de (NH4)2SO4 e 0 volume total de 550 ml foi submetido a
cromatografia em coluna Phenyl-sepharose CL-4B (2,0 x 8,5 cm). As proteinas foram entdo
eluidas com este mesmo tampao em um gradiente de (NH4)2SO4 (1-0 M). As amostras coletadas

foram separadas em dois picos, sendo as proteinas coletadas antes do gradiente denominadas

Nathalia Nunes Glienke Dissertagéo

29



de pico 1 (P1) e apds o gradiente denominado de pico 2 (P2). Posteriormente ambos 0s picos

foram dialisados separadamente e as enzimas caracterizadas bioquimicamente.

4.6 Determinacéo do grau de pureza das enzimas semi-purificadas (P1 e P2)

4.6.1. Eletroforese em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE)

Para verificar a homogeneidade das poligalacturonases semi-purificadas foi realizada a
eletroforese em condicBes desnaturantes em gel de poliacrilamida segundo o método de
Laemmli et al. (1970) com modificacdes. O gel de estoque foi feito na concentracéo de 4 % e
0 gel de corrida a 12 %. Uma quantidade de 50 pg das enzimas foram aplicadas em 20 uL de
tampdo de corrida contendo tampao Tris 0,05 M, pH 8,3/glicina 0,384 M, 2 uL de glicerol e 2
pL de azul de bromofenol 0,1%, sendo o volume total aplicado no gel. Como modificacGes do
método original, ndo foram aplicadas na amostra SDS 1% e B-mercaptaetanol e as amostras

ndo foram submetidas a fervura.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampao Tris 0,05 M, pH 8,3/glicina 0,384
M, diluido 5 vezes. Apo6s a aplicacdo, a tensdo elétrica foi fixada em 110 V sendo os géis feitos
em placas de 1,5 mm do Sistema de gel Mini-PROTEAN da Bio-Rad. Os marcadores de massa
molecular utilizados foram da BioRad 1610363, sendo uma mistura de 10 proteinas altamente

purificadas, com suas massas moleculares pré-definidas.

Ap0s a corrida, as proteinas presentes nos géis foram reveladas por meio de nitrato de prata

com o uso do ProteoSilver™ Silver Sain Kit (Sigma Aldrich).

4.6.2 Zimograma

Uma concentragdo de 50ug da enzima foi submetida a uma eletroforese em gel SDS -
PAGE (12%) (v/v), como descrito no item 4.6.1.

Apos a corrida da eletroforese, como descrito no item anterior, o gel foi incubado em
solugéo de Triton X-100 (2,5%) (v/v) por 30 minutos, sob agitacdo, em temperatura ambiente.
Em seguida, o gel foi incubado em tampao Mcllvaine pH 5,0 com pectina citrica 1%, a 45 °C

por 120 minutos. Posteriormente, o gel foi lavado com agua deionizada e imerso em solucao
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vermelho de ruténio (0,02%) (m/v) sob agitacdo por 30 minutos. Por fim, o gel foi descorado

com agua destilada até o aparecimento das bandas.

4.7 Caracterizacdo Enzimatica

4.7.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimatica

O pH 6timo das enzimas (P1 e P2) foi determinado a 50°C, incubando 500 pL da enzima
em 100 pL tampdo Glicina 100 mM pH 2,0, tamp&o Mcllvaine pH 3,0-8,0 e 500 uL de &gua
com pectina citrica 1% como substrato.

A temperatura 6tima das enzimas fora determinada incubando 500 pL da enzima em
500 puL no seu pH 6timo de atividade contendo pectina citrica 1% em uma faixa de temperatura
variando de 40°C a 70°C. As atividades residuais foram calculadas como uma percentagem da

atividade maxima.

4.7.2 Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da enzima

A fim de avaliar como o pH afeta a estabilidade da enzima, 3,6 mL da enzima foram
misturados com 700 pL de tampédo Mcllvaine em pH 3,0, 4,0 e 5,0. A seguir, essa mistura foi
pré-incubada no gelo por até 240 minutos. Aliquotas de 500 pL foram retiradas em intervalos

de 20, 40, 60, 120 e 240 minutos e o ensaio enzimatico foi realizado conforme o item 4.4.

Para investigar adicionalmente a influéncia da temperatura na estabilidade enzimatica,
a poligalacturonase foi submetida a incubagdo em tampdo Mcllvaine com pH 5,0, a
temperaturas de 50, 55 e 60°C, por um periodo de até 240 minutos. Aliquotas de 500 pL foram
coletadas em intervalos de 20, 40, 60, 120 e 240 minutos, seguidas da realizacdo do ensaio
enzimatico (item 4.4). A atividade foi expressa como atividade residual, sendo que o valor de

100 % de atividade correspondeu a atividade realizada em pH e temperatura 6tima da enzima.
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4.7.3 Determinacéo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos (Km, Vmax, Keat € Kea/ Km) das poligalacturonases semi-
purificadas (P1 e P2) e da comercial foram determinados para trés substratos diferentes: pectina
citrica (Sigma P9135), pectina de maca (Sigma P93854) e acido poligalacturdnico (Sigma
P3888) com concentracdes variando de 0,5 até 10 mg/ml. Os dados foram analisados com o
software SigrafW (Leone et al., 2005).

4.8 Aplicagéo das poligalacturonases na clarificagdo de suco de frutas

Para este teste, a metodologia usada foi de acordo com Rosmine et al. (2017) e
Guimardes et al. (2022). Foram utilizadas as enzimas provenientes do pico 1 (P1) e pico 2 (P2)
da purificacdo a partir do Aspergillus niger M2 e a enzima comercial (Pectinex), para fins de
comparacdo. Todas as enzimas foram ajustadas para 0,2 U/ml.

Para a clarificacdo foram utilizadas polpas de diferentes frutas, sendo elas: banana-da-
terra, carambola, cupuacu, goiaba branca, maca argentina, manga Haden, manga Palmer e
manga Tommy. As frutas foram descascadas e liquidificadas usando um liquidificador, obtendo
as polpas das frutas. As polpas foram misturadas com o extrato enzimatico na proporcao de 1:1,
2 ml de extrato enzimatico para 2 ml de polpa, e incubadas a 40°C durante 4 horas em agitacao
(140 rpm). Ao fim do periodo de incubacdo, todas as polpas contendo a enzima foram fervidas
durante 5 minutos a fim de interromper toda atividade enzimatica. Em seguida foram
centrifugadas a 16.873 rcf durante 15 minutos e o sobrenadante usado para medir a
transmitancia a 650 nm em espectrofotdmetro tomando agua destilada como o branco. A polpa
de cada fruta com agua destilada na proporc¢éo 1:1 foram utilizadas como controle.

A clarificagéo foi calculada da seguinte forma:

x 100

% Clarificagao =

(Tt = transmitancia do teste; Tc = transmitancia do controle) como descrito por Rosmine et al.
(2017).
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4.9 Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em duplicata seguindo as metodologias pré-
estabelecidas e os valores obtidos foram expressos como média e seu desvio padrdo. As médias
do teste de clarificacdo foram comparadas pelo teste post hoc de Tukey e as diferencas foram
consideradas significativas em p <0,05. Os softwares utilizados foram o Sisvar 5.8 (Ferreira,
2011) e o GraphPad Prism versédo 8 (San Diego, California, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular

A analise das sequéncias ITS1 e ITS4 foi realizada por meio do BlastN, disponibilizado pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI), e os resultados foram confrontados
com as sequéncias do banco de dados GenBank, com o proposito de identificar o fungo em
questdo. A andlise gendmica identificou o microrganismo como uma cepa de Aspergillus niger,
com 99,66% de similaridade com a cepa de A. niger RMUANTY5, e 99,65% com a cepa de
referéncia A. niger ATCC 16888, como demonstra a Figura 4. O nimero de acesso obtido no
GenBank foi PP263611.

MT316340.1 Aspergillus niger

MT550026.1 Aspergillus niger
100

MN788114.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger M2

NR_131276.1 Aspergillus terreus

71

NR_077192.1 Aspergillus sclerotioniger

NR_166027.1 Aspergillus alabamensis

NR_173418.1 Aspergillus heldtiae

NR_156297.1 Aspergillus iranicus

NR_077152.1 Aspergillus wentii

35 ——————————— NR_121232.1 Penicillium oxalicum

NR_121481.1 Aspergillus fumigatus

Figura 4. Arvore filogenética de Aspergillus niger M2. A érvore filogenética foi construida
utilizando o método Neighbor-Joining com base nas sequéncias da regido ITS dos isolados de
Aspergillus niger. Os valores em cada ponto dos ramos da arvore representam o suporte
bootstrap calculado a partir de 1.000 réplicas, indicando a confiabilidade do padrdo de
ramificagdo na arvore.
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5.2 Purificacao enzimatica

Neste tdpico, sera descrita a semi-purificacdo de um extrato bruto obtido a partir do
crescimento do fungo Aspergillus niger M2 em SSF utilizando a erva tereré como fonte de
carbono por um periodo de 72 horas. O extrato bruto dialisado, volume de 50 mL, foi
equilibrado em tampé&o Tris HCI 500 mM pH 8,0 e aplicado na coluna cromatografica de troca
ibnica DEAE-Fractogel, onde se observou a atividade das poligalacturonases apds aplicacdo de
um gradiente de NaCl (0-1M), conforme apresentado na Figura 5. Os tubos contendo a atividade
de poligalacturonase (de 95 a 165) foram reunidos e dialisados, totalizando um volume de 246

mL.

NaCl (0-1M)
0.3
- 280nm
e 154 > —— 540nm
c —-0.2 T
o w
o0 an
o~ o
o
"
Qa 0.1 3
< 3
00 1 1 1 1 1 1 OD

1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tubos

Figura 5. Perfil cromatografico da atividade pectinolitica em coluna DEAE-Fractogel. Fracdes

de 3 mL foram coletadas por tubo. Proteina ( —®) e atividade enzimatica (—e—).

Em seguida, aplicou-se a amostra em coluna de Phenyl- Sepharose previamente
equilibrada em tampdo Tris-HCI, 10 mM, pH 8,0 contendo 1M de sulfato de amonio. Foi
identificado atividade das poligalacturonases antes (P1) e ap0s a aplicacdo do gradiente de
sulfato de aménio (1-0 M) (P2), logo os tubos de cada um dos picos foram reunidos e dialisados
separadamente. Apos a dialise, P1 obteve um volume de 550 ml e apresentou 41,9 U/mg de
atividade especifica, um rendimento de 51,7% e fator de purificacdo de 28,5 vezes. Ja o P2,
com volume de 160 ml, obteve atividade especifica de 150,7 U/mg, rendimento de 32,5% e

fator de purificacdo de 102,4 vezes (Tabela 2).
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Tabela 2. Purificagéo das poligalacturonases de Aspergillus niger M2

Volume Atividade | Proteinas AE % P
(ml) Enziméatica Totais (U/mg)
(U/Totais) (mg)
Extrato Bruto 50 74,3 50,5 1,5 100 1
DEAE - Fractogel 246 68,9 14,7 4,7 92,5 3,1
Phenyl — Sepharose P1 550 38,5 0,9 41,2 51,7 27,5
Phenyl — Sepharose P2 160 24,0 0,2 150,0 32,2 100,0

Atividade Especifica (U/mg); Rendimento= %; P= Fator de purificacéo

Vaérias pectinases fungicas foram semi-purificadas usando diferentes métodos. A
pectinase produzida por A. fumigatus foi purificada utilizando uma coluna de troca iénica (CM-
Sephadex), seguida por filtracdo por gel (Sephacryl S-200), resultando em apenas 4,45 vezes
de purificacdo e rendimento de 26,16%, conforme descrito por Okonji et al. (2019). A pectinase
de A. niger MTCC 478 tambem foi purificada utilizando dois passos, primeira por precipitacdo
em acetona, seguida de outra coluna de troca idnica (CM-celulose) como relatado por Anand,
Yadav e Yadav (2017), obtendo apenas 15,3 vezes de purificacdo e um rendimento de 1,2%.
Além disso, a pectinase de A. japonicus foi purificada utilizando uma coluna de troca idnica
(DEAE-Fractogel) seguida de uma coluna de interacdo hidrofobica (Phenyl-Sepharose),
obtendo apenas 2,9 vezes de purificacdo e atividade especifica de 7,9 U/mg, conforme estudo

realizado por Guimarées et al. (2022).

5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdo desnaturante (SDS-PAGE) e

Zimograma

A purificagdo da pectinase foi investigada por meio de SDS-PAGE de 12%, seguindo a
metodologia de Laemmli et al. (1970) com modificacGes, como descrito no item 4.6.1, (Figura
6). Foram aplicadas 50 pg de proteinas no gel e, apds a corrida e coloragdo com o
ProteoSilverTM Silver Stain Kit (Sigma Aldrich), observaram-se bandas correspondentes ao
P1 (Figura 6B) e ao P2 (Figura 6C). Além disso, o zimograma revelou a atividade de pectinase
tanto para o P1 (Figura 6D) quanto para o P2 (Figura 6E), indicado por bandas correspondentes
a atividade enzimatica. A massa molecular de P1 e P2 em sua forma nativa sdo semelhantes,

ambos com aproximadamente 110 kDa.
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Figura 6. Perfil eletroforético da poligalacturonase semi-purificada em SDS-PAGE 12 %. (A)
marcador de massa molecular (BioRad 1610363); (B) de P1 (50 ug); (C) e P2 (50 pg); (D)
zimograma de P1(50 pg); (D) zimograma de P2 (50 ug).

A maioria das poligalacturonases purificadas possui pesos moleculares que variam de
30 a 70 kDa (Okonji et al., 2019), podendo alcancar até 115 kDa (Vaz et al., 2020). Na
purificacdo de um poligalacturonase de A. niger MTCC 3323, a enzima apresentou em sua
forma nativa massa molecular de 106 kDa (Kant et al., 2013). Da mesma forma, uma
poligalacturonase proveniente de A. flavus revelou um peso molecular de 66 kDa (Radha et al.,
2019), enquanto uma exopoligalacturonase de A. tuberginensis apresentou um peso molecular
de 78 kDa (Barense et al., 2001).
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5.4 Caracterizacéo bioquimica

5.4.1 Efeito de temperatura e pH na atividade

Foram avaliados o pH e a temperatura 6timos para a atividade de cada enzima obtida a
partir da coluna hidrofébica, especificamente os picos coletados conhecidos como pico 1 (P1)
e pico 2 (P2). Para a avaliacéo do pH, foram medidos valores dentro da faixa de pH 2,0 a 8,0.
O P1 teve melhor atividade na faixa de pH de 3,0 a 6,0, atingindo seu pico de atividade 6tima
em pH 4,0 e, mantendo 68,7% da atividade acima de pH 7,0 (Figura 7A). J& o P2 teve pico de
atividade em pH 5,0, apresentando uma queda de 15% (aproximadamente) em valores acima

ou abaixo deste, como mostra a Figura 7B.

A B
100 100-
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Figura 7. Efeito do pH na atividade das poligalacturonases semi-purificadas. (A) P1; (B) P2.
A atividade enzimaética foi determinada em tampdo Mcllvaine variando o pH entre 2,0 a 8,0,
nas condicdes Gtimas ja preestabelecidas. As atividades residuais foram calculadas como uma

percentagem da atividade maxima. Os testes foram feitos em duplicata, realizado média e

desvio padrao.
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Quanto ao efeito da temperatura, as enzimas foram avaliadas em uma faixa de 40 °C a
70 °C, na presenca de seu pH 6timo. Nestas condi¢des, o P1 teve a melhor atividade entre 50 e
55 °C, com queda em temperaturas menores e acima de 65 °C, como mostra a Figura 8A. Ja 0
P2 obteve a melhor atividade entre 50 e 60 °C, com atividade decaindo mais de 50% em

temperaturas superiores (Figura 8B).
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Figura 8. Efeito da temperatura na atividade das poligalacturonases semi-purificadas. (A) P1;
(B) P2. A atividade enzimatica foi determinada em temperaturas com variacdes entre 40 e 70°C,
nas condi¢des Gtimas ja preestabelecidas. As atividades residuais foram calculadas como uma
percentagem da atividade maxima. Os testes foram feitos em duplicata, realizado media e

desvio padrao.

Vérias cepas de Aspergillus sp. tém sido objeto de estudos de caracterizac¢do bioquimica
de suas pectinases purificadas e semi-purificadas, revelando resultados similares. As pectinases
purificadas de A. fumigatus e A. awamori, por exemplo, demonstraram atividade maxima em
pH 5,0 e temperaturas de 60° C e 55° C em estudos realizados por Adedeji e Ezekiel (2019) e
Okoniji et al. (2019), respectivamente. Por outro lado, estudos conduzidos por Guimardes et al.
(2022) e Anand, Yadav e Yadav (2017) relataram que as pectinases de A. japonicus e A. niger
apresentaram atividade maxima em pH 4,0 e temperaturas 6timas entre 50 e 55° C. Logo, nota-
se que as enzimas produzidas por Aspergillus sp., que atingem sua melhor atividade em uma
faixa de pH &cido e temperaturas entre 50° C e 60° C, coincidindo com a faixa de pH e
temperatura empregada producdo da maioria dos sucos comerciais, sdo excelentes candidatas

para a extracdo de pectina em sucos de frutas e na vinificagao.
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5.4.2 Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da enzima

Foram investigados os efeitos do pH e da temperatura na estabilidade das
poligalacturonases semi-purificadas (P1 e P2).

Para avaliar a influéncia do pH, as poligalacturonases semi-purificadas foram avaliadas
na faixa de pH 3,0 a 5,0. Dentro desse intervalo, P1 se manteve estavel durante os 240 minutos
(91,16%) em pH 4,0, mas perdeu 50 % da atividade ap6s 60 minutos de incubacéo nos pH 3,0
e 5,0 (Figura 9A).

A poligalacturonase P2, por sua vez, manteve estavel até 120 minutos de incubag&o nos
pH 3,0, 4,0 e 5,0, apresentando 45, 26 e 5% de aumento de atividade, respectivamente. A
estabilidade também foi mantida em 240 minutos nos pH 3,0 e 4,0 com 95,1 e 85,53% de

atividade, respectivamente (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito do pH na estabilidade da poligalacturonases semi-purificada. (A) P1; (B) P2.
A enzima foi incubada em pHs 3,0, 4,0 e 5,0 durante um periodo de até 240 minutos (4 h).
Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a dosagem de atividade enzimatica
residual conforme o item 4.7.2. Os testes foram feitos em duplicata, sendo realizado média e

desvio padréo.
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Estudos tém abordado o efeito na estabilidade de pectinases purificadas em diferentes
faixas de pH. Fratebianchi et al. (2017) investigaram a estabilidade de uma endo-
poligalacturonase isolada de Aspergillus sojae e constataram que a enzima conseguiu preservar
cerca de 75% de sua atividade ap6s 120 minutos em pH &cidos (variando de 2,0 a 6,5). Outro
estudo com pectinases purificadas de A. niger LFP-1 evidenciou uma maior estabilidade entre
os valores de pH 3,5 e 4,5, com retencdo de atividade por até 100 minutos durante a incubacgéo
(Jalil e Ibrahim, 2021). Além disso, a poligalacturonase purificada de Thermoascus aurantiacus
também exibiu consideravel retencdo, chegando a 73% de sua atividade em pH mais acidos (no
intervalo de 3,0 a 6,5) (Martins et al., 2013).

A estabilidade da enzima foi igualmente investigada em temperaturas de 50°C, 55°C e
60°C. Notavelmente, a enzima P1 revelou um aumento de 33% na sua atividade apds 40
minutos de incubagdo. P1 também se manteve estavel durante todo o periodo de 240 minutos
de incubacdo a 50, 55 e 60°C, com atividades de 86,4; 89,7 e 71,2% (Figura 10A).

J& a enzima P2 se manteve estdvel durante os 240 minutos de incubagdo nas
temperaturas 55 e 60°C, com 87 e 88,5% de atividade, respectivamente. Enquanto a 50°C a
enzima manteve até 78% de sua atividade ap6s 60 minutos de incubagdo, chegando a 240

minutos com 60,2% de sua atividade (Figura 10B).
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Figura 10. Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas semi-purificadas. (A) P1; (B) P2.
As poligalacturonases foram incubadas em seu pH 6timo em temperaturas de 50, 55 e 60°C
durante um periodo de até 240 minutos. Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a
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dosagem de atividade enzimatica residual conforme o item 4.7.2. Os testes foram feitos em

duplicata, sendo realizado média e desvio padrao.

Resultados comparaveis foram observados por Okonji et al. (2019) ao estudarem a
pectinase purificada de Aspergillus fumigatus. Essa enzima conservou 100% de sua atividade a
60°C, porém sofreu uma reducéo de cerca de 50% ap6s 120 minutos. Além disso, investigacoes
sobre a termoestabilidade da pectinase purificada de Aspergillus niger LFP-1 revelaram uma
retencdo satisfatoria de atividade em temperaturas inferiores (40°C, 45°C e 50°C), mas uma
queda acentuada apds 20 minutos de incubacdo a 55°C, resultando em uma retencdo de apenas
41,17% da atividade apds 100 minutos de incubacéo (Jalil e Ibrahim, 2021). De maneira similar,
Fratebianchi et al. (2017) apresentou a termoestabilidade de uma poligalacturonase purificada

de A. sojae, na qual apenas 25% da atividade persistiu ap6s 210 minutos de incubacédo a 50°C.

No contexto do processamento industrial de frutas com foco na producédo de sucos, a
aplicacdo de altas temperaturas € uma pratica comum e tendo em vista que o pH dos sucos
comerciais geralmente oscila entre 3,0 e 5,5 (Berger, 2014), torna-se evidente que uma enzima
capaz de manter sua estabilidade dentro da faixa de 50 a 60°C e em meios mais acidos seria
altamente adequada para atender a essa demanda. Vale ressaltar, ainda, que a otimizagdo do
processo de clarificacdo pode culminar em um substancial reducdo do tempo necessario,
frequentemente alcancando apenas 1 hora, especialmente quando conduzido a 50°C
(Fratebianchi et al., 2017; Tucker e Woods, 1995).

5.4.3 Parametros Cinéticos

Com o proposito de investigar a afinidade pelos substratos, foi realizada a analise dos
parametros cinéticos das poligalacturonases semi-purificadas (P1 e P2) e a pectinase comercial,
visando a comparacdo entre eles. Essa andlise foi conduzida empregando pectina citrica, pectina
de maca e acido poligalaturénico (PGA) como substratos, em concentragdes variando de 0,5 a

10 mg/mL a uma temperatura de 50 °C, conforme detalhado no item 4.7.3.
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Tabela 3. Parametros cinéticos das poligalacturonases semi - purificada de Aspergillus niger
M2 e comercial

P1 P2 Comercial

Vmax Kcat Kwm Keat/ K Vmax Kcat Km  kea! Km | Vimax  Keat Kwm Keat/ Km

(U/mg) (sY) (mg/ml) (mis*mg?) (U/mg) (sY) (mg/ml)  (mIstmg?) | (U/mg) (s (mg/ml) (ml'stmg?)
PC 30,00 728,7 2,47 295,02 18,64  510,7 2,19 233,19 | 17,80 5014 2,13 235,39

PM | 27,80 6366 262 24297 | 3029 6609 275 24032 |1744 3979 263 151,29

PGA | 41,00 12746 1,93 660,41 | 36,15 13389 1,62 82648 | 932 4949 113 437,96

Comparagdo entre os pardmetros cinéticos das poligalacturonases semi-purificadas (P1 e P2) e a enzima comercial utilizando pectina citrica (PC),
pectina da maca (PM) e acido poligalacturénico (PGA) como substratos nas concentra¢des de 0,5 a 10 mg/mL.

Os resultados das andlises cinéticas revelaram que as duas poligalacturonases semi-
purificadas de Aspergillus niger M2 demonstraram uma afinidade superior pelo &cido
poligalacturénico. Para P1, os valores de Ku e Vmax foram de 1,93 mg/ml e 41 U/mg,
respectivamente, enquanto para P2, foram de 1,62 mg/ml e 36,15 U/mg. Em contraste, a enzima
comercial apresentou um valor de Ku de 1,13 mg/ml e um Vmax de 9,32 U/mg, sendo a
velocidade inferior ao apresentado pelas poligalacturonases semi - purificadas. P1 e P2 também
apresentaram maior eficiéncia catalitica (P1 com 660,41 mis™* mg* e P2 com 826,48 ml s*mg
1y maior do que a pectinase comercial (437,96 ml s-1 mg-1) neste mesmo substrato. Ja na
presenca da pectina de macd, a poligalacturonase P1 exibiu um Ku de 2,62 mg/ml e um Vmax
de 27,8 U/mg, e, a poligalacturonase P2 demonstrou um Ky de 2,75 mg/ml e um Vmax de 30,29
U/mg no mesmo substrato. Por outro lado, a pectinase comercial apresentou um Ky de 2,63
mg/ml e Vmax de 17,44 U/mg semelhante aos apresentados pelas enzimas do P1 e P2. Quando
aplicadas a pectina citrica, P1 e P2 demonstraram Ky de 2,47 mg/ml e 2,19 mg/ml,
respectivamente, enquanto a enzima comercial registrou 2,13 mg/ml para esse parametro.
Quanto a Vmax, as duas enzimas semi-purificadas alcangaram 30,00 U/mg para P1 e 18,64 U/mg

para P2, enquanto a enzima comercial atingiu 17,80 U/mg (Tabela 3).

Foram conduzidos diversos estudos com o intuito de avaliar os parametros cinéticos de
pectinases. Okonji et al. (2019) realizaram uma analise dos parametros cinéticos de uma

pectinase purificada extraida de Aspergillus fumigatus, observando valores de Kv de 7,11
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mg/ml, 6,01 mg/ml e 3,08 mg/ml para pectina citrica, pectina de macé e &cido poligalacturénico
(PGA), respectivamente. Em outro contexto, uma exo-poligalacturonase proveniente de
Penicillium frequentans exibiu um valor de Ky de 1,6 mg/ml e Vmaxde 2571 U/mg ao utilizar
PGA como substrato (Barense et al., 2001). No caso da exo-poligalacturonase derivada de A.
niger MTCC478, seu Kwm foi calculado como 2,3 mg/ml quando empregado o PGA como
substrato (Anand et al., 2017).

Além desses exemplos, a pectinase purificada a partir da linhagem A. niger LFP-1
manifestou um Ky de 3,89 mg/ml e Vmax de 1701 U/mg ao usar pectina citrica como substrato
(Jalil e Ibrahim, 2021). Em um estudo paralelo, uma poligalacturonase originaria de
Thermoascus aurantiacus apresentou um valor de Ku de 1,58 mg/ml e Vimax de 1553,1 U/mg

qguando submetida ao mesmo substrato (Martins et al., 2013).

Foi observado que as enzimas P1 e P2 apresentaram velocidades e eficiéncia catalitica
superiores nos trés substratos testados em comparacdo com a pectinase comercial, destacando-
se especialmente na presenca do &cido poligalacturdnico. Além disso, os valores de Km
demonstrados por P1 e P2 sugerem que a pectinase semi-purificada obtida a partir de A. niger
M2 é uma poligalacturonase. Esta conclusdo é amparada por estudos prévios que indicam que
diferentes pectinases exibem distintos graus de afinidade para diferentes substratos, 0os quais
variam de acordo com a porcentagem de esterificagcdo dos substratos e o nivel de especificidade
da enzima em questdo (Guimaraes et al, 2022). Logo, estes resultados ressaltam a relevancia

dessas enzimas como poligalacturonases altamente promissoras para aplicacdes industriais.

5.5 Aplicacdo das enzimas na clarificacdo de suco de frutas

A clarificacdo de sucos é um processo fundamental na inddstria de bebidas que vai além
da estética, influenciando a qualidade, o sabor, o prazo de validade e a eficiéncia de
processamento dos sucos de frutas. A clareza no suco contribui para uma textura melhorada,
sabor consistente e uma aparéncia visualmente atraente. A remocéo de sabores potencialmente
indesejaveis preserva o sabor natural da fruta e prolonga a vida util do produto, reduzindo as
oportunidades de deterioracdo. Esse processo também agiliza as operagdes de producdo,
minimizando o entupimento e a incrustacdo do equipamento. Dada a significativa relevancia

das informac6es apresentadas, as poligalacturonases (P1 e P2) e a comercial foram empregadas
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nos processos de clarificacdo, sendo usadas 8 polpas de sucos provenientes de diversas frutas,
na proporc¢édo de 1:1 (2 ml de extrato enzimatico: 2 ml de polpa). A incubacdo foi conduzida

por um periodo de 4 horas a 40°C (Tabelas 4).

Os resultados derivados da aplicacdo das enzimas foram evidenciados na polpa de
carambola, com um aumento de 270.6 £ 2.4% na capacidade de clarificacdo utilizando a
poligalacturonase P1, e 248.8 + 6.3% com P2, sendo superior ao da enzima comercial (159 +
0,2%). Quanto as polpas de manga, o P1 demonstrou uma taxa de clarificagdo de 157.6 + 0.2%,
enquanto o P2 alcancou 159.5 + 2.2% de clarificacdo na variedade Haden. Em contraposicéo,

a enzima comercial atingiu somente 84.4 + 4.3% de clarificacéo.

Com a manga Tommy, as enzimas apresentaram clarificacdo de 158.8 + 3.4% (P1) e
168.1 + 1.7% (P2), contrastando significativamente com a enzima comercial que obteve apenas
72.4 + 3.0% de clarificacdo. Similarmente, na variedade de manga Palmer, a comercial
apresentou uma clarificacdo de 60,5 = 0,2%, enquanto as enzimas de Aspergillus niger M2
demonstraram aumentos de 114,3 = 2,5% (P1) e 104,6 + 3,0% (P2).

Tabela 4. Clarificacdo de sucos de fruta utilizando poligalacturonases (P1 e P2) semi-
purificadas e uma pectinase comercial

45

Fruta Controle P1 P2 Comercial
- 142,0 £ 0,72 1425+ 372 88,16 + 4,0
- G 4
Banana da = = —
Terra H l‘ |
~ \
N Wl .L_..'a ut J|
- 270,6 + 2,4¢ 248,8 +6,3P 159 + 0,22
Carambola l
> s B
39,1 +0,2° 26,8 +0,32
= i)
Cupuagu 1~ l:1 1\
u
Goiaba Branca - 183,9+2,02 183,1+ 6,0? 181,7 +0,9?
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168,1+1,7° 72,4 +3,02
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Os valores apresentados representam as médias + desvios-padrao de duas replicatas. Os calculos de % de
clarificagdo foram feitos conforme Rosmine et al. (2017). As médias que partilham a mesma letra na linha
ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas, conforme determinado pelo teste Tukey utilizando
a % de clarificacdo (p<0,05).

Vérios estudos tém sido relatados na literatura sobre a agdo enzimatica na clarificacdo
de sucos de frutas. Essas pesquisas investigam uma gama de variaveis, incluindo viscosidade,
turbidez, rendimento e clarificacdo, empregando uma diversidade de abordagens
metodoldgicas. Wagh et al. (2022) demonstrou a capacidade das pectinases purificadas de A.
niger em clarificar o suco de maca. Da mesma forma, a pectinase produzida por A. niger
apresentou notavel habilidade em reduzir a viscosidade em sucos de mac¢d, com uma diminuicao

de até 40%, e em sucos de mirtilo, com uma redugéo de 60% (Sandri et al., 2013).

A aplicacéo de pectinases purificadas de Yarrowia phangngaensis XB3 também merece
destaque, alcangando uma taxa de clarificagéo de 59,84% em suco de macé (Ezeh et al., 2023).

A pesquisa conduzida por Prajapati et al. (2021) resultou em um indice de clarificacdo de

Nathalia Nunes Glienke Dissertagéo

46



89,12% ao utilizar pectinases produzidas por Bacillus subtilis BK-3, além de atingir 51,36% na
clarificacdo de suco de abacaxi. Todos esses tratamentos foram realizados ao longo de um

periodo de 2 horas a 45°C.

Em consonancia com essas descobertas, uma exo-poligalacturonase originaria de
Penicillium janczewskii apresentou notaveis taxas de clarificacdo em diferentes sucos. O
resultado foi de 83,64% para suco de macéd, 92,73% para suco de manga e 89,33% para suco de
péssego (Amin et al., 2020). Estudos realizados por Guimarées et al. (2023) com a pectinase de
A. japonicus demonstrou a clarificagéo de 85,56 e 46,7% para suco de manga Haden e Palmer,

respectivamente e, 46,4% para goiaba branca e 49,04% para banana-da-terra.

Os resultados deste estudo destacam a eficacia das poligalacturonases semi-purificadas
provenientes de Aspergillus niger M2 na clarificacdo de sucos de frutas, superando
significativamente os resultados da clarificacdo feita pela pectinase comercial, especialmente
nos sucos de banana da terra, macd argentina e mangas haden e tommy. Além de demonstrarem
resultados superiores a estudos semelhantes. Refor¢ando, de maneira contundente, o potencial
dessas enzimas para aprimorar ndo apenas a qualidade sensorial e a clareza dos sucos, mas

também para estender sua vida util e otimizar os processos de producao.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, as poligalacturonases produzidas por Aspergillus niger M2 foram semi-
purificadas por meio de dois processos cromatograficos, resultando em dois picos com
atividade pectinolitica (P1 e P2). Ambas as enzimas demonstraram atividade 6tima em pH acido
(4,0 - 5,0) e temperaturas entre 50 e 55°C, mantendo-se estaveis em temperaturas de 50 — 60°C
por até 240 minutos, condigdes favoraveis para o processo de clarificagdo de sucos na indudstria
alimenticia. Além disso, apresentaram um maior valor de Vmax € melhor eficiéncia catalitica em
comparagdo com a pectinase comercial nos trés substratos avaliados (pectina citrica, pectina da
maca e PGA), destacando uma afinidade particular pelo PGA e confirmando sua natureza como
poligalacturonases. As poligalacturonases produzidas por A. niger M2 também demonstraram
resultados promissores na clarificacdo de sucos de carambola e manga, sendo
significativamente superior aos apresentados pela enzima comercial (Pectinex). 1sso destaca
sua viabilidade como uma candidata potencial para aplicacdo na industria alimenticia,
especialmente na producdo de sucos de frutas, onde sua eficacia comprovada pode contribuir
significativamente para aprimorar a qualidade dos produtos finais, aumentar a eficiéncia dos

processos de producdo e atender as crescentes demandas por solucbes mais eficazes e naturais.
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