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RESUMO: As pectinases sao enzimas capazes de reduzir o grau de polimerizacdo da pectina,
sendo aplicadas pelas industrias de alimentos e bebidas na reducdo da viscosidade de sucos,
polpas e vinhos. Entretanto, o elevado custo de producdo desses biocatalisadores dificulta sua
aplicacdo em larga escala. Deste modo, este trabalho teve por objetivo avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas de pectinases obtidas por cultivo em estado solido do fungo Pycnoporus
sanguineus em farelo de trigo (residuo agroindustrial). A enzima apresentou maior atividade
catalitica quando incubada em pH 3,5 a 50°C. A atividade enzimatica foi mantida apos 24 horas
em pH 5,0 a 9,0. A enzima manteve-se estavel por 1 hora a 70°C. A cromatografica em camada
delgada demonstrou que o acido galacturénico como principal produto de hidrdlise da pectina,
sugerindo que o extrato enzimético apresenta elevada atividade de exo-ploligalacturonase. As
caracteristicas cataliticas apresentadas pela enzima, estimulam a continuidade do trabalho,
visando a obtenc¢do de biocatalisadores de baixo custo para aplica¢do industrial.

Palavras-chaves: Residuos agroindustriais; enzimas lignoceluldsicas; basidiomicetos.

ABSTRACT: Pectinases are enzymes capable of reducing the degree of polymerization of
pectin, and are applied by the food and beverage industries to reduce the viscosity of juices,
pulps, and wines. However, the high production cost of these biocatalysts hinders their large-
scale application. Therefore, this study aimed to evaluate the physicochemical characteristics of
pectinases obtained by solid-state cultivation of the fungus Pycnoporus sanguineus on wheat
bran (an agro-industrial residue). The enzyme showed higher catalytic activity when incubated at
pH 3.5 at 50°C. The enzymatic activity was maintained after 24 hours at pH 5.0 to 9.0. The
enzyme remained stable for 1 hour at 70°C. Thin-layer chromatography demonstrated that
galacturonic acid was the main hydrolysis product of pectin, indicating that the enzymatic extract
has high exo-polygalacturonase activity. The catalytic characteristics presented by the enzyme
encourage the continuation of the work, aiming at obtaining low-cost biocatalysts for industrial
application.

Keywords: Agroindustrial residues; lignocellulosic enzymes; basidiomycetes.
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1.

INTRODUCAO
As enzimas sd@o moléculas organicas de natureza proteica que atuam como catalisadores

bioldgicos em inumeros segmentos industriais, podendo ser empregadas no tratamento de
couro, desenvolvimento de biocombustiveis, producdo de alimentos fermentados e
detergentes enzimaticos de alta eficiéncia (OSBON; KUMAR, 2019). Deste modo, 0 emprego
de biocatalizadores apresenta inumeros beneficios quando comparados aos processos
quimicos convencionais, principalmente quando se trata de sustentabilidade, lucratividade e
eficiéncia na reacdo (SINGH et al., 2016).

Tendo em vista as vantagens descritas anteriormente, as enzimas sdo utilizadas em
varios setores, incluindo a producdo de compostos bioativos e novos biopolimeros, métodos
analiticos através de biossensores, terapia enzimatica e processos nas industrias tradicionais
como 0leos e gorduras, curtumes, papel e celulose, téxtil e cosmético (HASAN et al., 2006).

As enzimas pectinoliticas foram uma das primeiras a serem utilizadas em processos
industriais desde o inicio dos anos 1930, em preparacdes de vinhos e sucos de frutas, mas foi
apenas a partir de 1960, com o avanco dos conhecimentos sobre a quimica dos tecidos
vegetais, que os cientistas comecaram a usa-las de forma mais efetiva (VORAGEM et al.,
1995).

As pectinases resistentes ao calor seriam muito Gteis também na degradacéo de pectina
presente nos residuos gerados pelo processamento de materiais vegetais, ajudando a reduzir a
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). Além
disso, elas seriam Uteis no processamento e desengomagem de fibras téxteis, pois
temperaturas elevadas ajudariam a diminuir a presenca de contaminag¢do por microrganismos
aerobios (GOMES et al., 2007).

Para a extracdo de acglcar da beterraba, a polpa precisa passar pelo processo de
despectinizacdo para aumentar a eficiéncia, considerando que mais de 30% do peso seco da
beterraba é composto por pectina. Industrialmente, essa extracdo € feita a cerca de 70 °C,
dessa forma, o emprego de pectinases termoestaveis para realizar a despectinizacdo
simultaneamente a extracdo seria uma opcdo economicamente interessante (SINGH et al.,
1999).

A producgdo dessas enzimas é influenciada pelos componentes do meio de cultura,
especialmente a fonte de carbono, a presenca de indutores (pectina e derivados) e as
condigdes de cultivo, como pH, temperatura, aeracdo, agitacdo e tempo de incubacdo
(THOMAS et al., 2013). Quanto as técnicas de producéo, o cultivo em estado sélido pode ser

empregado, pois permite a producdo de enzimas mais concentradas e apresenta reduzido
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custo. Os substratos tipicos, neste tipo de processo, sdo residuos agroindustriais como: cascas
de frutas citricas, bagaco de beterraba e farelo de trigo, por serem fontes alternativas de
energia para o crescimento microbiano e apresentarem ampla disponibilidade (PANDEY,
2003).

Neste contexto, com o presente trabalho objetivou-se caracterizar pectinases obtidas em

cultivo de estado s6lido de Pycnoporus sanguineus em residuos agroindustriais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo

No presente trabalho foi utilizado o fungo filamentoso meséfilo Pycnoporus
sanguineus. O microrganismo foi isolado de troncos de arvores situadas em vegetacdo de
Cerrado da regido de Dourados — MS (22°10'49.2"S - 54°56'57.4"W), e identificado pela
Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. A linhagem foi mantida no
Laboratorio de Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPFER) da Universidade Federal
da Grande Dourados, sendo armazenada em meio agar Sabouraud dextrose, seguido ao

crescimento a 28 °C por 96 horas e posteriormente armazenada a 4 °C.
2.2 Inbculo

O fungo P. sanguineus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL
do meio &gar Sabouraud Dextrose inclinado, mantido por 48 horas a 28 °C. A suspensao do
microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando
25 mL de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de aménio, 0,1% sulfato de magnésio hepta-
hidratado e 0,1% nitrato de amdnio - m/v). A inoculacdo do fungo nos substratos (residuos
agroindustriais) se deu pela transferéncia de 5 mL desta suspenséo, perfazendo 5 mg de massa
micelial seca/grama de substrato seco (Adaptado de: MARTINS et al., 2019).

2.3 Producdo de pectinase por Cultivo em Estado Solido (CES)

Para a producdo da pectinase o fungo P. sanguineus foi cultivo em farelo de trigo,
contendo 65% de umidade inicial, mantido por 96 h a 35 °C (VIDEIRA, 2021).
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2.4 Extracao das enzimas

A extracdo das enzimas a partir dos residuos miceliados foi realizada pela adi¢éo de 50
mL de &gua destilada, mantidos em agitacdo de 100 rpm por 1 hora. As amostras foram
filtradas em tecido de nylon e centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi

considerado extrato enzimatico e utilizado nas etapas seguintes (SANTOS et al., 2016).

2.5 Determinacéo da atividade de pectinase
A atividade de pectinase foi determinada com 0,2 mL de extrato enzimético, 0,8 mL de
tampdo acetato de sodio 100 mM, pH 4,5, contendo 1% pectina citrica, reagindo por 10
minutos a temperatura de 50°C. O agUcar redutor liberado foi quantificado pelo método de
DNS (MILLER, 1959) e a leitura em espectrofotdmetro foi a 540 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de

acucar redutor por minuto de reacao.

2.6 Caracterizacdo bioquimica de pectinase produzida em CES

2.6.1 Efeito do pH e da temperatura
O pH 6timo foi determinado mensurando a atividade enzimética a 50 °C com diferentes

condicGes de pH (3,0-8,0) usando solucdo tampdo Mcllvaine 0,1 M. A temperatura 6tima foi
determinada medindo a atividade enzimatica de 30 a 75 °C no respectivo pH 6timo da
enzima. A estabilidade enzimatica as variacdes de pH foi avaliada incubando a enzima a 25
°C por 24 horas em diferentes valores de pH. As seguintes solu¢Ges tampao foram usados:
Mcllvaine 0,1 M (3,0-8,0), Tris-HCI 0,1 M (8,0-8,5) e Glicina-NaOH 0,1 M (8,5-10,5). A
termoestabilidade enzimatica foi avaliada incubando a enzima por 1 hora em diferentes
temperaturas (30-75 °C). A atividade residual foi determinada nas condicGes 6timas de pH e
temperatura (LEITE et al., 2008).

2.7 Cromatografica em camada delgada (TLC) dos produtos de hidrdlise enzimatica
A andlise cromatogréafica dos produtos da hidrélise da pectinase sobre a pectina citrica

foi realizada usando cromatografia em camada delgada (TLC). A mistura de reacgdo (0,01 mL)
foi aplicada em placas de silica gel (G-60, 10 x 15 cm) e submetida a corrida cromatografica
ascendente usando butanol/etanol/agua (5:3:2) como fase movel. Depois de secar a placa ao
ar, as manchas foram reveladas pulverizando uma solugédo de H>SO4 e metanol (1:9) contendo
0,2% de orcinol e aquecendo a 100 °C (SILVA et al., 2013). Pectina e acido galacturdnico

(0,1% p/v) foram usados como padroes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2 Efeito de pH e temperatura sobre a atividade enzimatica

A pectinase produzida por P. sanguineus apresentou atividade 6tima em pH 3,5 (Figura
1). No entanto, elevada atividade enzimaética foi observada no intervalo de pH de 3,0 - 4,0.

A influéncia do pH na atividade enzimatica € um assunto amplamente conhecido
(GOMES et al., 2007). VariacBes no valor do pH alteram a conformacgdo das enzimas,
resultando no aumento ou diminuicdo da atividade catalitica. Dessa forma, determinar o pH
ideal para a atividade enzimatica é imprescindivel para a aplicacdo tecnolégica de uma
enzima (NEVES, 2003).

Segundo Carvalho et al. (2020) a pectinase produzida pelo fungo Aspergillus acuteatus

apresentou o pH 6timo na faixa de 3,0 e 5,0, valores proximos aos encontrados no presente
trabalho.

35

1/
\

20

Pectinase U/mL

15 4 D

\

T T T T T T
3,0 35 4,0 4,5 50 55

pH

Figura 1: Efeito do pH 6timo da pectinase produzida pelo fungo P. sanguineus.

A temperatura 6tima da pectinase produzida pelo fungo P. sanguineus foi de 50 °C
(Figura 2). A temperatura 6tima de atividade enzimatica é uma das propriedades bioldgicas
que varia de acordo com o microrganismo produtor e com as condic¢des de cultivo em que as
enzimas sdo produzidas (BISSWANGER, 2014).
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Figura 2: Temperatura 6tima da pectinase produzida pelo fungo P. sanguineus.

De modo geral as enzimas que sdo produzidas por microrganismos mesofilos
apresentam temperatura 6tima inferiores a 60 °C (GARCIA et al., 2018). Dessa forma, é

possivel afirmar que a pectinase produzida por P. sanguineus apresentou temperatura 6tima
de acordo com o esperado.

3.3 pH e temperatura de estabilidade

Em relacdo a estabilidade ao pH, a pectinase produzida pelo fungo P. sanguineus

manteve sua atividade original, apds ser incubada por 24 horas na faixa de pH 6,0 — 9,0
(Figura 3).

100
90
80

70 4

n
60 /
50 o
40 4 /

30 - T

Atividade Residual %

pH

Figura 3: Estabilidade ao pH da pectinase produzido pelo fungo P. sanguineus.
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A manutencdo da atividade enzimatica em ampla faixa de pH é uma vantagem para
aplicacdo industrial, porque requer menores ajustes de pH entre os processos industriais
distintos (MICHELIN et al., 2008).

Com relacdo a temperatura de estabilidade, a pectinase produzida por P. sanguineus
reteve 80% de sua atividade catalitica apés 1 hora a 70 °C (Figura 4). Elevada
termoestabilidade é frequentemente descrita para enzimas produzidas por microrganismos
termdfilos, ndo sendo comum para enzimas provenientes de cultivos de fungos mesofilos
(GOMES et al., 2007). Por exemplo: Silva (2021) relataram a desnaturacdo da pectinase
produzida pelo fungo Aspergillus terréus em 50 °C. Segundo o0s autores a atividade

enzimaética foi reduzida em 50% ap6s 5 min de incubagdo na referida temperatura.

100 — . mmm——

90 4
80 \
70
60
50 \
40 4

30

Atividade Residual %

T T T T T T
30 40 50 60 70 80

Temperatura

Figura 4: Estabilidade a temperatura de pectinase produzida pelo fungo P. sanguineus.

A termoestabilidade é uma carateristica muito desejavel para aplicacdo industrial de um
biocatalizador, visto que a maioria dos processos industriais requer enzimas com elevada
estabilidade estrutural (GOMES et al., 2007).

De forma geral, as enzimas secretadas no meio extracelular tendem a apresentar maior
estabilidade estrutural, em relacdo as enzimas intracelulares, principalmente quando
produzidas por cultivo em estado sélido (PANDEY et al., 2006). A maioria das enzimas
extracelulares tém carboidratos ligados a sua estrutura, o que confere a elas maior estabilidade
estrutural (OKUYAMA et al., 2005).

3.4 Cromatografia em camada delgada
Analises em cromatografia em camada delgada demonstraram a presenca de acido

galacturdnico como principal produto de hidrélise da pectina, posteriormente ao tratamento
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com o extrato enzimatico produzido por P. sanguineus, independente do tempo de exposi¢édo
(Figura 5). Dessa forma, é possivel inferir que o referido extrato enzimatico apresenta elevada
atividade de exo-ploligalacturonase, por apresentar monossacarideos como o principal
produto de hidrélise e auséncia de oligossacarideos nas condi¢des de ensaio analisadas.

Este mesmo comportamento enzimatico foi observado pela pectinase produzida pelo
fungo Aspergillus terréus, que catalisou a hidrélise da extremidade da cadeia do &cido
poligalacturdnico, sendo classificada como exo-ploligalacturonase (SILVA, 2021).

R RA’

0808

Figura 5: C[omatografia em camada delgada (TLC) nos tempos de 10, 15, 20 e 25 minutos.
Pectina(P); Acido galacturdnico (Ac.G); Tempo de tratamento em minutos (10, 15, 20 e 25).

4. CONCLUSAO
Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a pectinase produzida pelo

fungo Pycnoporus sanguineus apresentou elevada estabilidade estrutural, caracteristica essa
muito aprecidvel para aplicacdo e processos industriais. O extrato enzimatico produzido pelo
fungo P. sanguineus quando cultivado em farelo de trigo, apresenta predominantemente

atividade de exo-ploligalacturonase.
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