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RESUMO 
 

BARRETO, Elisa da Silva, M. Sc., Universidade Federal de Ouro Preto, fevereiro de 

2016. Produção, purificação e caracterização da poligalacturonase de Chrysoporthe 

cubensis. Orientadora: Valéria Monteze Guimarães. 

 

Os objetivos deste trabalho foram cultivar o fungo Chrysoporthe cubensis em diferentes 

fontes de carbono de baixo custo, para induzir a produção da poligalacturonase, 

purificar e caracterizar a enzima, para identificar propriedades funcionais interessantes 

para possíveis aplicações biotecnológicas. O fungo foi cultivado em meio semi sólido 

(67% de umidade), com farelo de trigo, casca de maracujá e casca de laranja, além disso 

os resíduos de frutas foram misturados ao farelo nas proporções 1:1, 3:1 e 9:1 (farelo: 

resíduo de fruta). O fungo apresentou maior produção da poligalacturonase em meio 

composto por farelo de trigo e casca de maracujá (3:1), com atividade de 41.49 U/g de 

substrato, sendo 1,32 vezes maior do que no cultivo em farelo de trigo puro. O extrato 

enzimático bruto foi purificado a partir da cromatografia de troca iônica DEAE-

Sepharose, seguida por cromatografia em gel filtração em coluna Sephacryl S-200, 

exibindo atividade específica de 1117,45U/mg, com aumento de 28,34 vezes e 

rendimento final de 29,2 %. A massa molecular da poligalacturonase, obtida através de 

SDS-PAGE 12% foi de, aproximadamente, 40,74Kd. A enzima apresentou pH e 

temperatura ótimos de 3,5 e 50°C, repectivamente, e meia vida de 4,05 minutos a 50°C. 

A enzima se manteve estável na faixa de pH de 2,5 a 8,5, apresentando acima de 80% 

da atividade após 1h. O substrato preferencial da enzima foi o ácido poligalacturônico e 

o km e Vmax foi de 0,766 mg.mL-1 e 1,88U/mL, respectivamente. Os resultados obtidos 

neste trabalho indicam que a PG de C. cubensis é uma enzima importante dentro do 

complexo hidrolítico secretado pelo fungo quando cultivado em SSF, em meio contendo 

resíduos agroindustriais. 

Palavras chave: Pectinase, Chrysoporthe cubensis, purificação, agro-resíduos  
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ABSTRACT  
 

BARRETO, Elisa da Silva, M. Sc., Universidade Federal de Ouro Preto, fevereiro de 

2016. Production, purification and caracterization of polygalacturonase of 

Chrysoporthe cubensis. Orientadora: Valéria Monteze Guimarães. 

 

The aims of this study were to cultivate the fungi Chrysoporthe cubensis on differents 

inexpensive carbon sources, to induce polygalacturonase production, purify and 

characterize the enzyme to identify interesting functional properties for potential 

biotechnological applications. The fungi was grown in semi solid (67% moisture) with 

wheat bran, passion fruit peel and orange peel, in addition, the waste fruits were mixed 

with the meal in the ratios 1: 1, 3: 1 and 9: 1 (bran: fruit residue). The fungus showed 

increased production of polygalacturonase in medium composed of wheat bran and 

passion fruit peel (3: 1), activity of 41.49 U / g substrate, being 1.32 times higher than 

that in pure culture in wheat bran. The crude extract enzyme was purified from the ion 

exchange chromatography DEAE-Sepharose, followed by gel filtration chromatography 

on Sephacryl S200 column exhibiting specific activity 1117,45U / mg, an increase of 

28.34 fold and final yield of 29 ,2 %. The molecular weight of the polygalacturonase 

obtained by SDS-12% PAGE was approximately 40,74Kd. The enzyme showed pH 3.5 

and temperature to 50 ° C, respectively, and a half life of 4.05 minutes at 50 ° C. The 

enzyme remained stable in the pH range of 2.5 to 8.5, with over 80% of activity after 

one hour of incubation. The preferred enzyme substrate was polygalacturonic acid and 

the Km and Vmax was 0.766 mg.mL-1and 1,88 U/mL, respectively. The results of this 

study indicate that C. cubensis PG is an important enzyme in the hydrolytic complex 

secreted by the fungus when grown in SSF, in medium containing organic residues. 

Key words: Pectinase, Chrysoporthe cubensis, purification, agrowaste 
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1- INTRODUÇÃO 
 

A lamela média e a parede celular primária das plantas superiores contém o 

heteropolissacarídeo complexo pectina. Este polímero é responsável pela manutenção 

da integridade dos tecidos das plantas. A pectina é composta principalmente por 

resíduos de ácido galacturônico e compreende cinco regiões distintas, denominadas 

homogalacturonana, rhamnogalacturonana do tipo I, rhamnogalactuonana do tipo II, 

apiogalacturona e xilogalacturonana (BLANDINO et al., 2002). 

 A pectina é degradada por enzimas de esterificação, pectina esterases, e enzimas 

de despolimerização, hidrolases e liases (FREITAS et al., 2006). As enzimas mais 

importantes do complexo pectinase são poligalacturonase (PG; EC 3.2.1.15), pectina 

liase (PL; EC 4.2.2.10), pectato liase (PGL; EC 4.2.2.2) e pectinesterase (PE; EC 

3.1.1.11) (PEDROLLI, D. B. et al., 2009).  

As pectinases ácidas têm sido amplamente exploradas na indústria de alimentos, 

principalmente em manufaturas de vinhos e sucos de frutas (MATA-GÓMEZ et al., 

2014). As pectinases alcalinas são utilizadas em processos de degomagem de fibras 

vegetais e tratamento de águas residuais pécticas (GÖĞÜŞ et al., 2014).   

Estima-se que as pectinases correspondem a 25% das vendas de enzimas 

aplicadas na indústria de alimentos. No entanto, sabe-se que de 30-40% do custo da 

produção de enzimas industriais está relacionado ao cultivo do fungo produtor da 

enzima ou meio de fermentação (ANURADHA et al., 2014). Assim, resíduos 

agroindustriais têm sido utilizados no cultivo de fungos produtores de enzimas pécticas.  

Os resíduos mais utilizados são farelo de trigo, cascas cítricas (laranja, limão, limão 

doce e toranja), casca de maracujá e bagaço de maçã. Entretanto os resíduos 

provenientes do processamento de frutas são mais utilizados, principalmente pela 

composição rica em pectina e presença de açúcares livres.  

Os produtores microbianos de enzimas pécticas mais conhecidos são espécies de 

fungos e, entre as enzimas pectinolíticas comerciais, preparações obtidas pelo cultivo 

industrial de Aspergillus niger são as mais populares (DEBING et al., 2006). Além 

disso, outras espécies como Thermoascus aurantiacus(MARTINS et al., 2011), 
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Neosartorya fischeri P1 (PAN et al., 2015) e Fusarium graminearum(ORTEGA et al., 

2014) são produtores de poligalacturonases. A utilização de fungos para a produção de 

enzimas é vantajosa, uma vez que não são influenciados por fatores climáticos e 

sazonais e podem ser sujeitos a manipulações genéticas e ambientais, para aumentar o 

rendimento do produto e normalmente as enzimas são secretadas, o que facilita o 

processo de purificação (GÖĞÜŞ et al., 2014). 

O fungo fitopatogênico Chrysoporthe cubensis é causador do cancro em plantas 

do gênero Eucalyptus. É um fungo filamentoso pertencente a família Cryphonectriaceae 

(GRYZENHOUT, et al., 2010). Este fungo, quando cultivado em meio contendo 

resíduos agroindustriais, tem se destacado na produção de enzimas degradadoras de 

parede celular, incluindo celulases, hemicelulases e pectinases (VISSER et al., 2013; 

FALKOSKI et al., 2013). Os extratos enzimáticos obtidos a partir da cultura de C. 

cubensis têm sido testados para hidrólise do bagaço de cana de açúcar e outras 

biomassas. Os resultados indicam que as enzimas produzidas por C. cubensis são mais 

eficientes na sacarificação do bagaço de cana de açúcar, comparado aos coquetéis 

enzimáticos comerciais (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).Portanto, é importante 

avaliar o potencial de produção de enzimas por este fungo, quando cultivado em 

diferentes fontes de carbono, visando a futura aplicação biotecnológica dessas enzimas. 

Desta forma, o fungo C. cubensis foi selecionado para produção de poligalacturonases 

para posterior purificação e caracterização.  
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2- OBJETIVO GERAL  
 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a capacidade de produção de 

poligalacturonase por C. cubensis, a partir de resíduos agroindustriais de baixo custo e 

purificar e caracterizar a enzima produzida. 

 

2.1- Objetivos específicos 
 

 Selecionar e preparar biomassas de baixo custo, especialmente resíduos 

agroindustriais, para cultivo do fungo; 

 Avaliar as condições de cultivo do fungo nas biomassas agroindustriais puras e 

em diferentes misturas destas; 

 Selecionar a biomassa indutora da maior atividade de poligalacturonase, a partir 

dos ensaios enzimáticos ; 

 Purificar uma poligalacturonase de C. cubensis utilizando técnicas 

cromatográficas. 

 Caracterizar a enzima purificada quanto ao efeito do pH e temperatura e sua 

estabilidade ; 

 Avaliar os parâmetros cinéticos: Km  e Vmax da enzima purificada. 
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3- REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1- Estrutura da Pectina  

Pectina é uma família de heteropolissacarídeos complexos presentes nas plantas 

(FIGURA 1a)(AL-NAJADA, 2014). A pectina contribui para a firmeza e estrutura do 

tecido da planta, tanto como parte da parede celular primária, quanto na lamela média, 

componente envolvido na adesão intercelular. No entanto, a resistência da parede 

celular das plantas depende da orientação, das propriedades mecânicas, e as ligações 

entre as substâncias pécticas e fibras de celulose. Algumas moléculas de pectina são 

glicosidicamente ligadas a cadeias de xiloglicano que podem se ligar covalentemente à 

celulose (FIGURA 1b) (THAKUR, B.R et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema representativo da parede celular primária das plantas. Em (A), está 

representado as três classes de polissacarídeos da parede celular primária: celulose, 

hemicelulose e pectina (Adaptado de SMITH, 2001) . Em (B) estão representadas as 

interações entre os polissacarídeos que contribuem para a resistência da parede celular 

das plantas (Adaptado de COSGROVE, 2005). 
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Estima-se que as pectinas compõe 35% das paredes primárias em dicotiledôneas 

e monocotiledôneas, 2-10% em graminiaceas e até 5% da parede em tecidos lenhosos 

(RIDLEY, et. al. 2001). A composição química da pectina pode variar de acordo com a 

idade e maturidade das partes da planta e durante o amadurecimento do fruto influencia 

nas alterações da textura (NITURE, 2008) 

A constituição básica das matérias pécticas consiste em resíduos de ácido D-

galacturônico e açúcares neutros, tais como L-ramnose (Rha), L-arabinose (Ara), e D-

galactose (Gal). Os polissacarídeos pécticos são organizados em cadeias combinadas, 

em que os resíduos de ácido D-galacturônico estão covalentemente ligados (α-1→4) 

para formar uma cadeia principal linear. Esta cadeia principal é substituída, em locais 

específicos, por resíduos de ramnose (2-O-α-L-Rha) que, por vezes, contém cadeias 

laterais de açúcares neutros (FIGURA 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura simplificada da pectina. (Adaptado de GULLÓN et al., 2013) 
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Apesar de apresentar características comuns, as pectinas possuem estruturas 

amplamente heterogêneas entre as plantas, tecidos, e até mesmo dentro da mesma 

parede celular. Sua função está associada a extensão da parede celular e crescimento da 

planta (CAMERON et al., 2015). Além disso está associada a defesa da planta que, em 

resposta ao ataque de vários agentes patogênicos, libera moléculas sinalizadoras ou 

oligossacarinas da parede celular (sequências de dez a quinze resíduos de ácido D-

galacturônico α- (1 → 4) -ligados) (PÉREZ, et. al.  2000). 

Na indústria, as pectinas são extraídas de vários tipos de plantas para serem 

utilizadas, principalmente, como agentes gelificantes em compotas, geléias, marmeladas 

e também como estabilizadores de bebidas (YAPO, BEDA M., 2009). A fonte mais 

antiga é a pectina de maçã e a mais comum, hoje em dia, é a partir de casca de frutas 

cítricas, principalmente limão, laranja e toranja (JOYE et. al. , 2000). Além disso, 

Leroux et al. (2003) evidenciaram que pectina cítrica e pectina de beterraba podem ser 

eficientes na preparação de emulsões, pois foram capazes de reduzir a tensão interfacial 

entre uma fase oleosa e uma fase aquosa. 

As classes estruturais dos polissacarídeos pécticos incluem homogalacturonana 

(HG), xilogalacturonana (XGA), apiogalacturonana (AGA), rhamnogalacturonana do 

tipo I (RG I) e rhamnogalacturonana do tipo II (RG II), os quais diferem na estrutura da 

cadeia principal, presença e diversidade de cadeias laterais (FIGURA 2). 

 

3.2- Elementos estruturais da pectina 
 

3.2.1-   Homogalacturonana (HG) 

 

A homogalacturonana (HG) é o polímero linear que compõe a "região lisa ou 

smooth" das pectinas, e é constituído de resíduos de ácido galacturônico (GalA) (α-D-

GalA (1→4)-ligados) (GULLÓN et al., 2013). Estima-se que o grau de polimerização 

(GP) para HG varia entre 80 e 117 unidades de resíduos de GalA (YAPO et al.  2007). 

Adicionalmente, estes resíduos podem ser parcialmente metilesterificados nas hidroxilas 

C-6, e O- acetilesterificados em C-2 e / ou C-3 (YAPO et. al., 2006) (FIGURA 3A).  



7 

As regiões metilesterificadas podem participar de ligações de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas, mas ao contrário das não metilesterificadas, são incapazes de 

participar das ligações mediadas por cálcio e são inacessíveis ao ataque das endo-

poligalacturonases (CAMERON et al., 2015). As interações mediadas por íons cálcio 

com os grupos hidroxilas (livres) permitem que as moléculas de HG sejam ligadas, 

formando uma rede cristalina tridimensional em que a água e os solutos ficam presos, e 

por isso há formação de um gel (PEDROLLI, D. B. et al., 2009) (FIGURA 3B). Esta 

característica de formação de gel é bastante apreciada na indústria de alimentos e por 

isso o rendimento e a GM, da fonte de pectina, necessita ser determinado antes da 

produção industrial. Adicionalmente, os parâmetros de extração e extratores utilizados 

podem afetar a GM da pectina (LIEW, et. al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura do polissacarídeo péctico, homogalacturonana. (A) Polímero linear 

homogalacturonana com resíduos de ácido galacturônicos (α-D GalA(1→4) ligados). 

Sítios representativos de metilesterificação em C-6 e O-acetilação em C-2 ou C-3 são 

mostrados. (B) Interações através de íons Ca2+ entre os grupos carboxilos não 

esterificados de duas cadeias de HG (CAFFALLet. al. 2009). 

Metil 

ésteres 

O-acetil 

ésteres 

B) 
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A proporção de unidades de ácido carboxílico metilados com o total de unidades 

de ácido carboxílico é denominado grau de metilação (GM). Dependendo do GM, a 

pectina é comercialmente dividida em high-ester, com um GM acima de 50%, e pectina 

de low-ester, com um GM inferior a 50% (SEIXAS et al., 2014). O padrão e o grau de 

metil-esterificação e acetilação varia de acordo com a fonte e a quantidade e 

distribuição ao longo da cadeia de HG influencia na funcionalidade da pectina. 

Acredita-se que um arranjo ordenado de grupos carboxil livres, conduzem propriedades 

de gelificação melhoradas, em comparação com pectinas com uma distribuição aleatória 

(HELLÍN et al., 2005).  

 

3.2.2-   Rhamnogalacturonana I (RGI) 

 

Rhamnogalacturonana do tipo I (RG-I) é um polímero composto por resíduos de 

ramnose (Rha) e ácido galacturônico (GalA) ([→4)-α-D-GalA-(1→2)-α-L-Rha-(1→] ) 

ligados a cadeias laterais de açúcares neutros. Mesmo que já tenha sido relatado 

monômeros como α-Gal, em pectina de quiabo (BONNIN et. al 2014), as cadeias 

laterais predominantes contêm arabinofuranose linear e ramificada (Araƒ) e / ou 

galactopiranose (Galρ) (WILLATS etl. al. 2006). A presença das cadeias laterais forma 

uma estrutura ramificada, referida como região “hairy” da pectina. (POSÉ et al., 2012). 

RG I é composta por uma cadeia principal com repetições dos dissacarídeos 

ramnose (Rhaρ) e ácido galacturônico (GalA). Os resíduos GalA podem ser O-

acetilados em C2 ou C-3 ou possuir um resíduo de Glicoronosil (GlcρA) ligado a C-

3(PEDROLLI, D. B. et al., 2009). Em contrapartida, os resíduos de ramnose podem 

conter de 20 a 80% de substituições em C-4, por cadeias laterais de oligossacarídeos 

neutros (RIDLEY, et. al. 2001) (FIGURA 4). A proporção de resíduos Rha ramificados 

variam amplamente, dependendo da espécie de planta (RALET et. al., 2009). 

 

 

A) 
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3.2.3- Rhamnogalacturonana II (RGII) 

 

A estrutura de RG-II está presente em diversas espécies, como nas famílias 

Brassicaceae, Cucurbitáceas, Leguminosae, Apiaceae, Liliaceae, Araceae, 

Amaryllidaceae e Gramineae. Estudos baseados em anticorpos indicam que RG-II 

ocorre amplamente em todas as paredes primárias e podem estar ausentes na lamela 

média. Normalmente estão dispostos em dímeros de RG-II, ligados por um diéster 

borato entre os resíduos apiosil (FIGURA 5)(PELLERIN et al., 1996). Esta 

dimerização cruzada de RG-II liga domínios de HG e produz uma rede de pectina 

macromolecular (ISHII et. al.  2001).  

 

Figura 4: Modelo apresentando as principais características estruturais de 

ramnogalacturonana I. Adaptado de (RIDLEY, et. al. 2001). 
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A presença dos dímeros levou à sugestão de que RG-II desempenha um 

importante papel na determinação da estrutura e função das proteínas, em paredes das 

plantas em crescimento . Adicionalmente, um estudo realizado mostrou que mutações 

que diminuíram o tamanho dos dímeros em RG-II, causaram graves problemas de 

crescimento, como nanismo. Por isso foi proposto que esta dimerização de RG-II na 

parede celular é crucial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (WILLATS, 

W G T et al., 2001).  

A cadeia principal de RG-II contém, pelo menos 8 resíduos de (1→4) ácidos α-

D-galactopiranosilurônico . Quatro cadeias laterais distintas (A-D FIGURA 6) estão 

ligadas a cadeia principal, sendo que resíduos de Apiƒ e Dha estão diretamente ligados a 

cadeia principal (VIDAL et al., 2000). As cadeias laterais compreendem açúcares raros, 

como 2-O-metil fucose, 2-O-metil xilose, apiose, 3-C-carboxi-5-desoxi-L-xilose (ácido 

acérico), ácido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosárico (KDO), e ácido 3-desoxi-D-mano-2-

octulosonic (DHA)(HILZ et al., 2006).  

Figura 5: Estrutura Rhamnogalacturonana II. Dímeros de RG II, ligados por um diéster 

borato em resíduo apiosil (Api- ). Adaptado de COSGROVE (2005) 
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Em paredes celulares, a cadeia principal de ácido galacturônico não é 

esterificada quando RG II está localizado perto da membrana plasmática. No entanto, 

quando presente na parede celular primária, RG-II poderá apresentar diferentes graus de 

metilação , como foi evidenciado por técnicas de imunomarcação (WILLIAMS et al., 

1996). 

A estrutura terciária de RG é bem definida, o emparelhamento das estruturas 

complexadas com o boro, acompanhadas por Ca2+, proporciona maior estabilização 

entre as moléculas. Esta arquitetura resultante, nunca foi descrita para qualquer 

componente da parede celular, estima-se que esta estrutura forneça ligações estáveis em 

pontos-chave da pectina (WILLATS, W G T et al., 2001). 

Figura 6: Sequência glicosil de RG-II. A cadeia principal de ligações (1→4) α-D-GalA 

de RG-II é substituída com 4 cadeias laterais de oligoglicosil diferentes (A-D). 

Adaptado de VIDAL et al., 2000 
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3.2.4- Apiogalacturonana e Xilogalacturonana 

 

Apiogalacturonana (AGA) é encontrado nas paredes de plantas aquáticas tais 

como ervas daninhas de pato (Lemnaceae)(MASCARO, et. al. 1977) e ervas marinhas 

(Zosteraceae) (OVODOV et al., 1971) .Neste polissacarídeo, os resíduos de D-apiose 

estão ligados aos resíduos de GalA da HG (FIGURA 7A). O conteúdo da AGA em 

paredes de plantas parece variar amplamente desde 0,2% até 20% em gemas e folhas 

verdes de ervas-de-pato. Acredita-se que, devido a presença abundante, AGA possui um 

papel estrutural especificamente importante na parede de plantas aquáticas 

(CAFFALL,et. al. 2009). 

Xilogalacturonana (XGA) consiste de HG substituída por D-xilose  na posição 

C-3 ( FIGURA 7B). Extratos pécticos obtidos da planta marinha Zosteraceae, 

apresentaram XGA constituída por HG substituídos por um dissacarídeo xilose (xilρ-

(1,2)-xilρ-(1,3)-GalA) (OVODOV et al., 1971). Enquanto que nas XGAs, extraídas da 

casca de ervilha (Pisum sativum), foram observados, principalmente,  resíduos de xilose 

individuais e, ocasionalmente, xilose adicional (2-ligada) formando dissacarídeo(LE 

GOFF et al., 2001) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura7: Estrutura Apiogalacturonana e Xilogalacturonana. A) Apiogalacturonana é 

caracterizada por apiose ligada a posição 2 dos resíduos de galacturonana da cadeia 

principal. B) Xilogalacturonana é caracterizada por xiloses ligadas a posição 3 dos 

resíduos de galacturonana da cadeia principal. Adaptado de (CAFFALL et. al. , 2009) 
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Acredita-se que as funções da xilogalacturonana na célula vegetal estejam 

conectadas à reprodução, uma vez que normalmente são encontrados em flores, frutos e 

sementes. No entanto, sua presença na planta marinha da família Asteraceae e em 

raízes, caules e folhas de cenoura, trigo, amoreira e algodão sugere uma vasta gama de 

propriedades funcionais da xilogalacturonana (PATOVA et. al. , 2014). 

 

3.3- Enzimas pectinolíticas  
 

As pectinases ou enzimas pectinolíticas são um grupo de enzimas que 

decompõem a pectina de um modo sequencial e sinérgico, por reações de 

despolimerização e desesterificação (MARTÍNEZ-TRUJILLO et al., 2011). Baseado no 

mecanismo de degradação da pectina, as enzimas podem ser classificadas, 

principalmente, em pectina-metil-esterases, pectina liases e poligalacturonases 

(PG)(DEY et al., 2014) (TABELA 1). Estima-se que as preparações de enzimas 

pécticas, representam cerca de um quarto da produção mundial, das enzimas aplicadas 

na indústria de alimentos (BARMAN et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Classificação das pectinases 

Tipos de pectinases E.C. nº Substrato Modo de ação Produto

1) Esterases

(a) PME 3.1.1.11 Pectina Hidrólise Ácido péctico + metanol

(b)PAE 3.1.1.6 Pectina Hidrólise Ácido péctico + etanol

2)Depolimerases

(a) Hidrolases

(i)EndoPG 3.2.1.15 Ácido péctico Hidrólise Oligogalacturonatos

(ii)ExoPG 3.2.1.67 Ácido péctico Hidrólise Monogalacturonatos

(b)Liases

(i)EndoPL 4.2.2.2 Ácido péctico Transeliminação Oligogalacturonatos insaturados

(ii)ExoPL 4.2.2.9 Ácido péctico Transeliminação Digalacturonatos insaturados

(iii)EndoPNL 4.2.2.10 Pectina Transeliminação Metilgalacturonatos insaturados
PME, pectina metil esterase; PAE, pectina acetil esterase; PG, poligalacturonase; PL, pectato liase; PNL, pectina liase. Adaptado de Yadav et. al. (2009)
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Devido à complexidade estrutural da pectina, diversas enzimas são necessárias 

para atingir a sua degradação completa. Estas enzimas ocorrem em plantas e 

microrganismos e estão particularmente envolvidas no processo de colonização por 

fungos fitopatogênicos. Além disso, dado que a fina estrutura de polissacarídeos da 

parede celular regula as suas propriedades funcionais, as enzimas podem ser utilizadas 

para modular a estrutura da pectina e, assim, alcançar novas funcionalidades (BONNIN 

et. al., 2014). 

 

3.3.1- Poligalacturonases (PG) 

 

  As Poligalacturonases (PG) catalisam a hidrólise de ligações glicosídicas α-

(1→4) em ácido péctico (ácido poligalacturônico) (FIGURA 8). De acordo com o 

modo de ação, são caracterizadas em endo-PGases (E.C.  3.2.1.15) e exo-PGases (E.C. 

3.2.1.67) 

 

 

 

 

 

 

 

 

As Endo-PGases hidrolisam, aleatoriamente, ligações glicosídicas internas α-

(1→4) do ácido poligalacturônico e liberam ácidos oligo-galacturônicos. Entretanto,  

CHEN et. al (1996) em trabalho com a endo-poligalacturonase da bactéria Erwinia 

carotovora, mostrou que a enzima necessita de quatro resíduos adjacentes de GalA, 

dentro de uma região parcialmente esterificadas, para ser capaz de agir.  

Figura 8: Modo de ação das enzimas poligalacturonases. As reações ocorrem  

mediante hidrólise das ligações glicosídicas α-(1→4) dos resíduos de ácidos 

poligalacturônicos. Adaptado de Gummadi et. al. (2003). 
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Estas hidrolases ocorrem em diferentes formas com massas moleculares 

variando de 30-80 kDa, ponto isoelétrico (PI) entre 3,8 e 7,6, e temperatura ótima entre 

30ºC a 50ºC e ampla faixa de pH ótimo, entre 2,5-12 (SHARMA et. al 2013; 

(RAMÍREZ-TAPIAS et al., 2015). São amplamente distribuídas entre os fungos, 

bactérias, leveduras (PEDROLLI et al., 2008; KUSUMA et. al. 2014; MARTOS et al., 

2014) e plantas superiores (GAYATHRI et. al 2014). Adicionalmente, trabalhos 

relataram a presença destas enzimas em diversos microorganismos, incluindo 

Aspergillus awamori (NAGAI et al., 2000), Mucor flavus (GADRE et al., 2003) 

Trichoderma harzianum (MOHAMED, SALEH A et al., 2006), Verticillium albo-atrum 

(HUANG et. al.  1999) e Aspergillus niger (ZHOU et al., 2015).  

As exo-poligalacturonases clivam ligações glicosídicas α-(1→4) a partir das 

extremidades não redutoras (PAN et al., 2015). O produto final destas reações depende 

da fonte produtora da enzima, sendo que as exo-PGases fúngicas, produzem ácido 

mono-galacturônico como o principal produto final e as exo-PGases bacterianas, 

produzem ácido di-galacturônico (JAYANI et. al. 2005).  

Estas hidrolases ocorrem com menos frequência, sendo relatada em algumas 

espécies como Klebsiella sp (YUAN et al., 2012), Streptomyces Erumpens MTCC 7317 

(KAR, et. al.  2011), Paecilomyces variotii (DAMÁSIO et al., 2010), Aspergillus sojae 

(BUYUKKILECI, et. al. 2014) e Penicillium viridicatum RFC3 (SILVA, et al., 2007). 

Possuem massa molecular variando entre 30 e 50 kDa e os seus intervalos de PI entre 

4,0 e 6,0.(GUMMADI et. al, 2003). 

  

 

3.3.2- Pectina-Metil-Esterases (PME) e Pectina Acetil Esterases (PAE) 

 

Pectinas metilesterases (E.C. 3.1.1.11) catalisam a desesterificação da pectina 

por quebra da ligação éster entre os grupos metil e ácido carboxílico, dos resíduos de 

ácido galacturônico (REHMAN et al., 2015)(FIGURA 9).  
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Estas enzimas removem ésteres metílicos de uma forma gradual, produzindo  

blocos de GalAs adjacentes não metilesterificados com uma distribuição de carga 

ordenada. Isto só é possível na presença de um número mínimo de GalAs adjacentes 

metil esterificados, como foi observado em reações conduzidas em valores neutros de 

pH. Este fato sugere que a base molecular para o modo de ação da enzima está na 

interação entre o sítio ativo e a molécula de substrato. Deste modo, tanto o GM quanto a 

distribuição de GalAs demetilesterificadas são modificados por pectina metilesterases  

(CAMERON et al., 2015).  

Pectinas acetil esterases (PAE, EC 3.1.1.6), assim como as PME, são enzimas 

que rompem ligações do tipo éster. As PAE catalisam a remoção de grupos acetil dos 

resíduos da pectina, produzindo ácido péctico e acetato (PEDROLLI, D. B. et al., 

2009). As PAE foram isoladas de vários microorganismos e plantas e as análises 

mostraram que a enzima possui ampla especificidade, tanto para o substrato HG quanto 

para RG-I (ORFILA et al., 2012). 

 

3.3.3-  Pectato liases (PGL) 

 

As pectato liases (PGL) (E.C.4.2.2.2), também chamadas de poligalacturonato 

liases, catalisam a hidrólise de ligações α-(1→4) do ácido péctico, de modo endo- ou 

exo- por β- eliminação, gerando um produto com instauração entre as ligações 4 e 5 no 

resíduo glucuronosil, na extremidade não redutora (FIGURA 10). Esta reação 

Figura 9: Modo de ação das pectinas metilesterases. Adaptado de GUMMADI et. al., 

2003  
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pectinolítica de eliminação em β-clivagem envolve três passos: (a) neutralização do 

grupo carboxilo adjacente à ligação glicosídica rompida, (b) captação do próton de C5, 

e (c) transferência do próton ao oxigênio glicosídico(UENOJO & PASTORE, 2007; 

SHARMA et. al.  2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas enzimas são produzidas, principalmente, por patógenos e organismos 

associados a plantase raramentepor animais. As PGLs também podem ser produzidas 

por bactérias que vivem em plantas e no trato digestivo de animais herbívoros. O papel 

da pectato liases é essencial para patógenos de plantas, como Dickeya dadantii, que 

utiliza um conjunto de PGLs como seu principal fator de virulência (HUGOUVIEUX 

et. al., 2014). 

As Pectato liases bacterianas também são essenciais para a utilização da pectina 

de plantas mortas ou vivas, como uma fonte de carbono para o crescimento. No 

intestino animal, as PGLs de algumas bactérias degradam a pectina do alimento 

ingerido, e isto é particularmente importante para os herbívoros, que dependem da sua 

microflora para a digestão de pectina. Alguns agentes patogênicoscomo Yersinia 

enterocolitica, produzem uma pequena quantidade de PGLs intracelulares, que podem 

Figura 10: Modo de ação das pectato liases, mostrando a hidrólise de ligações α-1,4 do 

ácido péctico, por β- eliminação, gerando um produto com ligação 4,5-insaturada no 

resíduo glucuronosil na extremidade não redutora. Adaptado de GUMMADI et. al., 

2003. 
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facilitar o seu crescimento na presença de bactérias altamente pectinolíticas, na 

superfície da planta, no solo ou no intestino dos animais (HUGOUVIEUX et. al., 2014) 

 

3.3.4-  Pectina liases (PL) 

 

Pectina liases hidrolisam a ligação glicosídica entre duas unidades GalA, 

catalisando uma reação de β-eliminação, introduzindo assim uma ligação dupla na 

extremidade não redutora GalA recém-formada (FIGURA 11). Ao contrário das PGLs, 

as pectinas liases (CE 4.2.2.10) são específicas para substratos altamente metilados, 

uma vez que sua atividade diminui quando a GM diminui (RALET et al., 2012). Estas 

hidrolases são descritas, principalmente,em fungos como dos gêneros  Aspergillus, 

Fusarium e Penicillium e também em algumas bactérias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta enzima desperta o interesse, principalmente da indústria de sucos de frutas, 

devido ao fato de que degrada a pectina, sem afetar o grupo éster, que é o responsável 

pelo aroma específico do suco. Adicionalmente, a reação não conduz a formação de 

metanol, que é um produto tóxico (YADAV et al., 2009). 

Figura 11: modo de ação das pectina liases, mostrando a hidrólise de ligações α-1→4 

do ácido péctico, por β- eliminação, gerando um produto com ligação 4,5-insaturada no 

resíduo glucuronosil na extremidade não redutora. Adaptado de GUMMADI et. al., 

2003 
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3.4- Aplicações industriais das poligalacturonases 

 

A produção e purificação de enzimas industriais foi um importante pré- requisito 

para aplicações biotecnológicas de sucesso. As poligalacturonases, principalmente de 

fontes microbianas, têm sido utilizadas em vários processos industriais convencionais, 

incluindo clarificação de sucos; degomagem e maceração de fibras vegetais; 

fermentação de chá e café; extração de óleos e tratamento de águas residuais industriais 

(AMID et. al. , 2014; BUYUKKILECI et. al, 2014).  

Estima-se que as pectinases microbianas sejam responsáveis por 25% das vendas 

globais de enzimas aplicadas na indústria de alimentos (RUIZ et al., 2012). Embora as 

principais fontes de poligalacturonases ácidas sejam fungos, alguns trabalhos 

demonstraram que estas enzimas também são produzidas a partir de algumas bactérias 

alcalifílicas (PATIL et. al. , 2006) 

As poligalacturonases possuem aplicações tecnológicas, funcionais e biológicas 

no processamento de alimentos, maturação do fruto e na interação planta-fungo, 

respectivamente (MACIEL et al., 2013). Na indústria de alimentos, as 

poligalacturonases purificadas são utilizadas na maceração de alimentos destinados a 

alimentação infantil, como suco de cenoura e flocos de batata instantâneo. A utilização 

destas enzimas permite que as células sejam separadas sem se romper, preservando as 

vitaminas, cor e aroma do alimento (LANG, et. al.2000). Além disto, estas enzimas 

também são utilizadas no processamento de suco de frutas e vinho, aumentando o 

rendimento e clarificação, promovendo a formação de antioxidantes e produção de suco 

mais concentrado (PATIL et. al.  2010).  

Além das aplicações biotecnológicas, conhecer as propriedades das 

poligalacturonases é muito importante, pois são consideradas importantes fatores de 

patogenicidade, produzidas durante a interação planta patógeno(D’OVIDIO et al., 

2004). Em outra linha de pesquisa, estudos são realizados na tentativa retardar o 

amolecimento do fruto, provocado pela atividade das poligalacturonases na degradação 

da parede celular. Sheehy et. al. (1988) promoveram uma modificação no mRNA da PG 
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de tomate e observaram redução de 90% na atividade da enzima e consequente atraso no 

amadurecimento do fruto e aumento do tempo de prateleira.  

Na indústria de vinhos, as poligalacturonases são combinadas com β-glicanases 

e hemicelulases, o que possibilita melhor maceração da casca da uva e aumento da 

extração de pigmentos, facilita a clarificação e a filtração do mosto e aumenta a 

qualidade e a estabilidade do vinho (UENOJO et. al., 2007). 

Na indústria de sucos, a degradação enzimática da pectina é a chave para a 

produção de sucos de frutas claros e estáveis. A clarificação do suco é essencial antes de 

sua comercialização, pois o suco natural bruto, obtido após a prensagem mecânica do 

fruto, é viscoso, turvo e pode apresentar coloração marrom escura. Sendo a pectina a 

principal substância responsável por estas características indesejáveis, sua degradação é 

o principal passo para obtenção de um produto de melhor qualidade e com aspecto mais 

atraente aos consumidores (DEY et al., 2014). Além da clarificação, as 

poligalacturonases também são utilizadas para melhorar a extração do suco da fruta, 

pois a hidrólise da pectina amolece a parede da célula, aumentando o rendimento do 

extrato de suco do fruto (KHAN et. al. 2012). Desta forma, para atender a demanda 

enzimática, várias pesquisas têm concentrado esforços na produção de enzimas 

fúngicas, principalmente devido a capacidade de atuar em valores de pH mais ácidos.  

SANDRI et al., (2013) avaliaram enzimas pécticas produzidas por uma cepa de 

Aspergillus niger LB23 no tratamento de sucos, em comparação com as enzimas 

comerciais Pectinex ®BE Color(PB) para o suco de mirtilo e Pectinex® Clear (PC) para 

o suco de maçã. Após o tratamento enzimático, os sucos foram avaliados quanto a 

viscosidade, turbidez, grau de clarificação, capacidade antioxidante e teor de compostos 

fenólicos. Os resultados evidenciaram que as pectinases produzidas no laboratório 

mostraram resultados, estatisticamente, semelhantes ou superiores aos obtidos com as 

preparações enzimáticas comerciais.  

Tu et al., (2013) apresentaram uma nova poligalacturonase, produzida por 

Achaetomium sp. Xz8 e expressa em Pichia pastoris. A enzima recombinante exibiu 

elevada atividade, estabilidade térmica e reduziu, em 17,6%, a viscosidade do suco de 

mamão e aumentou a transmissão de luz em 59,1%. Trabalho semelhante, realizado por 
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Yang et al. (2011), a poligalacturonase de Bispora sp. MEY-1, expressa em P. pastoris 

reduziu a viscosidade do suco de limão em 7,7% e aumentou a transmissão de luz em 

84%.  

KAR & RAY (2011) obtiveram aumento de 15-20% no rendimento de suco de 

goiaba, abacaxi, beterraba, cenoura e batata doce com aplicação da Exo-PG de 

Streptomyces erumpens em comparação com a enzima comercial (Pectinex, Novozyme, 

Bagsvaerd, Dinamarca)  

Na indústria do café, as PGs são aplicadas na remoção da mucilagem presente 

nos grãos. A camada de mucilagem é um tecido viscoso que recobre o grão do café. 

Este tecido é rico em substâncias pécticas e deve ser removido durante o processamento 

do grão. Este processo também permite a diminuição da viscosidade, acidez e ácidos 

orgânicos do produto (TAI et. al. 2013). Em trabalho com Aspergillus tubingensis, Tai 

et. al. ( 2014) utilizaram poligalacturonases combinadas a feruloil esterase e obtiveram 

melhores resultados no processamento dos grãos de café. 

As poligalacturonases alcalinas têm sido utilizadas em conjunto com amilases, 

lipases, celulases e hemicelulases para remover a goma presente no algodão, de um 

modo seguro e atóxico, substituindo o uso da soda cáustica, utilizada anteriormente para 

este fim (JAYANI et. al., 2005). A técnica é chamada de “Bioscouring” e possibilita a 

remoção de impurezas indesejáveis não-celulósicas, como pectina, proteína, gorduras, 

ceras, minerais, corantes naturais e compostos solúveis em água que se encontram na 

matriz de celulose da parede celular primária (KOHLI et. al 2015). PGs alcalinas foram 

identificadas em vários micoorganismos, incluindo Bacillus sp. MG-cp-2 (KAPOOR, 

MUKESH et al., 2000), Hylocereus polyrhizus (AMID et. al. , 2014) e Streptomyces 

halstedii ATCC 10897 (RAMÍREZ-TAPIAS et al., 2015), com valores de pH ótimos na 

faixa de 8 a 12. Adicionalmente, estas hidrolases alcalinas também podem ser utilizadas 

no tratamento de águas residuais, provenientes de estações de tratamento de frutos 

(GUPTA et al., 2008) 

Outra aplicação biotecnológica das poligalacturonases é na extração de óleos 

vegetais. Neste procedimento, as enzimas são utilizadas para destruir as propriedades 

emulsionantes da pectina, que interferem na coleta de óleos. Este procedimento 
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começou a ser utilizado na preparação de azeite, onde a enzima é adicionada durante o 

processo de moagem das azeitonas, e o processo de extração é utilizado posteriormente 

(JAYANI et. al. 2005). Esta aplicação substitui a utilização de solventes orgânicos, 

como hexano, o qual possui potencial cancerígeno (KASHYAP et al., 2001). 

 
 

3.5- Produção de poligalacturonases a partir de resíduos 

agroindustriais 

 

As produções de metabólitos primários por microorganismos, são altamente 

influenciados por seu crescimento, que é determinado pela disponibilidade dos 

nutrientes nos substratos (KHAN et. al. 2012). Em contrapartida, sabe-se também que 

de 30-40% do custo da produção de enzimas industriais está relacionado ao cultivo ou 

meio de fermentação do fungo (ANURADHA et al., 2014). Desta forma, uma das 

alternativas para reduzir estes custos e aumentar a produção de enzimas, é a utilização 

de resíduos agroindustriais indutores e de baixo custo, como de fonte de carbono. 

O farelo de trigo é um resíduo bastante utilizado, por pesquisadores, na produção 

de enzimas microbianas. Cerca de 15-20% (em peso) de farelo de trigo é descartado no 

processo de produção de farinha de trigo, por isso, é considerado um subproduto 

sustentável para a produção de enzimas microbianas, aplicáveis industrialmente 

(DEMIR et. al., 2014). Este resíduo foi utilizado para produção, bem sucedida, 

poligalactuornases a partir do cultivo do Penicillium notarum (AMIN et al., 2013). 

As cascas cítricas, que constituem 50% do peso do fruto fresco, é o principal 

subproduto do processamento de cítricos na indústria de suco (BUYUKKILECI et. al, 

2014). O bagaço de laranja é rico em substâncias pécticas, sendo esta em torno de 

50,4%, por isso é bastante utilizado como fonte de carbono indutor na produção de 

oligalacturonases (AHMED et. al. , 2013). Além disso, a presença de uma quantidade 

elevada de carboidratos solúveis e insolúveis torna este substrato atraente para 

bioprocessos (BUYUKKILECI et. al, 2014). Stroparo et. al. (2012) evidenciaram que o 

Penicillium verruculosum exibiu os maiores níveis de atividade PG, especialmente 

quando cultivado em presença de casca de laranja.  
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Outra biomassa bastante utilizada é a casca e albedo de maracujá. Estudos 

anteriores revelaram que o maracujá contém elevada quantidade de fibras solúveis em 

água e pectina. (LIEW  et. al. , 2014). Souza et al. (2010) utilizaram casca de maracujá 

puro como fonte de carbono para o cultivo de Aspergillus niger, para produção de 

poligalacturonases. O mesmo resíduo foi misturado ao farelo de trigo para o cultivo, 

com sucesso, de uma linhagem mutante 3T5B8 de Aspergillus niger (MENEZES et al., 

2006) 

A utilização de resíduos provenientes das indústrias de processamento de sucos 

de frutas é uma excelente alternativa para reaproveitamento de biomassa e geração de 

enzimas que poderão ser aplicadas na própria indústria. Barman et al.( 2014) utilizaram 

casca de banana para cultivar o fungo Aspergillus niger , visando a indução da produção 

de poligalacturonases, para clarificação do suco de banana. A mesma espécie, utilizada 

em outros trabalhos, também foi capaz de produzir PG em casca de maracujá (MACIEL 

et al., 2014), tomate (AJAYI et. al. 2015), casca de laranja (MRUDULA et. al., 2011), 

casca de limão (RUIZ et al., 2012) e bagaço de maçã (HANG et. al.  1994; BEROVIČ 

et. al., 1997) 

 

3.6- Fungo Chrysoporthe cubensis 
 

O Chrysoporthe cubensis é um fungo filamentoso pertencente a família 

Cryphonectriaceae (Diaporthales). Este fitopatógeno é causador de uma grave doença 

em espécies de Eucalyptus, o cancro (GRYZENHOUT et al., 2006).  

O cancro de C. cubensis é uma doença de ampla distribuição geográfica e 

importância econômica. Os sintomas típicos ocorrem em plantios jovens e caracterizam-

se por lesão margeada de calos, com a morte do câmbio e de parte da circunferência do 

tronco. Nos casos mais graves, pode resultar na morte da árvore. .A doença 

normalmente encontra-se na base ou na parte inferior do caule de plantas, mas também 

podem ocorrer sobre os troncos (RODAS et al., 2005).  
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C. cubensis também tem sido utilizado por nosso grupo de pesquisa para estudos 

de produção de várias enzimas e tem se destacado na produção de hidrolases como 

celulases, hemicelulases, pectinases e lacases. Falkoski et al. (2013) mostraram que o 

fungo possui grande potencial para ser utilizado em processos de sacarificação de 

biomassa. Neste trabalho, o extrato enzimático bruto do C. cubensis cultivado em farelo 

de trigo como fonte de carbono, apresentou melhores resultados na sacarificação do 

bagaço de cana, em comparação ao extrato enzimático comercial Multifect®CL. 

Adicionalmente, os autores observaram que a produção de enzimas celulolíticas pelo C. 

cubensis foi superior aos obtidos em SSF por espécies celulolíticas conhecidas, tais 

como Trichoderma spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp., que são geralmente 

utilizados para a produção industrial de celulases. Em trabalho realizado por Visser et 

al. (2013), o extrato enzimático do C. cubensis foi misturado ao extrato do fungo 

Penicillium pinophilum (50:50) (v/v). O efeito sinérgico entre as enzimas foi eficiente 

na hidrólise do bagaço de cana, comprovando que o extrato do C. cubensis também 

possui grande potencial quando misturado a outros extratos. Em outro trabalho, Maitan-

Alfenas et. al.(2015) realizaram um estudo comparativo entre o coquetel enzimático do 

C. cubensis e três coquetéis comerciais na hidrólise de bagaço de cana pré tratado. Os 

resultados evidenciaram, que o coquetel do C. cubensis promoveu maior liberação de 

glicose e xilose, além de apresentar maiores atividades específicas para celulases, 

pectinases e lacases  

No entanto, até o presente momento nenhum estudo foi realizado quanto as 

poligalacturonases secretadas pelo C. cubensis. Desta forma, este fungo foi selecionado 

para este trabalho, visando o conhecimento de propriedades biotecnológicas destas 

enzimas. 
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4- MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1- Reagentes  
 

O ácido poligalacturônico foi obtido da ICN Biomedica, a pectina de cascas 

cítricas da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) e o BDA (potato dextrose 

agar) foi adquirido da Acumedia – Neogen do Brasil . As colunas DEAE-Sepharose e 

Sp-Sepharose foram obtidas da GE Healthcare (Uppsala, Sweden).  

Os demais reagentes utilizados para a execução deste trabalho apresentavam 

procedência e grau de pureza analíticos. 

 

4.2- Microrganismo  
 

O fungo Chrysoporthe cubensis utilizado neste trabalho, pertence à coleção de 

fungos do Laboratório de Patologia Florestal da Universidade Federal de Viçosa, Minas 

Gerais, Brasil. 

 

4.3- Manutenção da cultura  
 

O fungo, mantido em placas de ágar dextrose de batata (BDA), foi ativado em 

novas placas também contendo BDA e incubado em câmara de crescimento por 7 dias a 

28°C. As placas foram mantidas a 4°C e este estoque foi repicado para geração de novas 

placas e padronização do inóculo. 

 

4.4- Preparo das fontes de carbono  
 

As fontes de carbono testadas foram o farelo de trigo, casca e albedo de 

maracujá e casca e bagaço de laranja, todos adquiridos no comércio local. Os resíduos 

de frutas, obtidos logo após a extração do suco, foram lavados e depositadas em 

bandejas e colocadas em estufa a 50 °C, durante 4 dias. Após a secagem, cada material, 

separadamente, foi triturado em moinho com peneira correspondente a 20 mesh e 

armazenados a temperatura ambiente. O farelo de trigo, do tipo fino, distribuído pela 

indústria Granum não foi modificado.  
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4.5-  Meio de cultura, cultivo do micro-organismo e produção 

enzimática  
 

Para a produção da enzima, foi utilizada metodologia descrita Visser et al. ( 

2013). O inóculo foi preparado a partir do cultivo do fungo sob fermentação submersa 

em frascos de 250 mL, contendo 100 mL de meio com a seguinte composição, em g/L: 

Glicose 10.0; NH4NO3, 1.0; KH2PO4, 1.0; MgSO4, 0.5 e extrato de levedura, 2.0. Cada 

frasco foi inoculado com 10 discos cortados de uma cultura de C. cubensis mantida em 

placa de BDA por 7 dias, e incubado em shaker rotatório por 5 dias, a 150 rpm e 28°C. 

Após este período, a cultura obtida foi inoculada em meio de cultura semi-sólido. 

A produção enzimática, via fermentação em estado sólido (SSF), foi preparada 

em erlenmeyer de 250 ml contendo 12,5g das diferentes biomassas (fonte de carbono) e 

18,75 ml do meio de cultura (teor de umidade de 60%) consistindo de, em g/L, 

NH4NO3, 1.0; KH2PO4, 1.5; MgSO4, 0.5; CuSO4, 0.25 e extrato de levedura, 2. Além 

disso, MnCl2 (0.1 mg/L), H3BO3 (0.075 mg/L), Na2MoO4 (0.02 mg/L), FeCl3 (1.0 

mg/L) e ZnSO4 (3.5 mg/L) foram adicionados ao meio, como elementos traço. As 

biomassas utilizadas como fonte de carbono para indução da atividade de 

poligalacturonase pelo fungo foram: resíduos de maracujá, laranja e farelo de trigo. As 

biomassas foram utilizadas separadamente ou em combinação com o farelo de trigo, nas 

proporções de 1:1, 3:1 e 1:9 (resíduo: farelo de trigo).  

 Os frascos foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos e em cada frasco foram 

adicionados 5 ml da cultura fúngica, mencionada anteriormente. Os frascos foram 

mantidos a 28°C em câmara com temperatura controlada (B.O.D) e a extração 

enzimática foi realizada após 7 dias de fermentação. As enzimas secretadas durante a 

SSF foram extraídas com tampão acetato de sódio, 50 mM, pH 5, a uma proporção de 

10:1 (tampão : g de biomassa), sob agitação a 150 rpm por 60 minutos, a temperatura 

ambiente. Os sólidos foram separados por filtração através de filtro de nylon, seguidos 

por centrifugação a 15.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante, chamado de extrato 

bruto, foi recolhido e estocado em freezer (-20°C) para análises enzimáticas 

subsequentes. A avaliação da melhor condição para indução da poligalacturonase de C. 

cubensis foi realizada mediante ensaios enzimáticos padrão, como indicado no 4.6.1.  
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4.6- Ensaios enzimáticos  
 

4.6.1- Poligalacturonase  

 

A atividade da poligalacturonase foi ensaiada conforme Visser et.al. (2013).As 

reações foram preparadas em microtubos de 2,0 mL, contendo a mistura reacional com 

100 μL do extrato enzimático e 400 μL de solução de ácido poligalacturônico (0,25% 

p/v), previamente dissolvido em tampão acetato de sódio pH 3,5, 100 mM. Essa mistura 

foi incubada a 50°C durante 30 minutos em banho-maria. Após a incubação, foram 

adicionados 500 μL de solução de ácido dinitrosalicílico (DNS) para paralisar a reação e 

o tubo foi submetido ao banho fervente por 5 minutos, para desenvolvimento da cor. Os 

microtubos foram centrifugados a 16100 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi 

coletado, e adicionado a 1 mL de água destilada. Os açúcares redutores liberados foram 

quantificados pelo método de Miller (1959), usando glicose como padrão. Uma unidade 

de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessária para produzir 

1 μmol de ácido galacturônico por minuto, nas condições do ensaio. 

 

4.7- Determinação da concentração de proteínas 
 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (1976). 

Esse método baseia-se no desenvolvimento da cor em função da ligação da proteína 

com o corante Coomassie Brilhant Blue G-250. A leitura foi realizada a 595 nm e a 

absorbância foi convertida em concentração de proteínas a partir da curva padrão 

construída com BSA. 

 

4.8- Purificação da poligalacturonase 
 

O extrato bruto foi filtrado em membrana de 0,45 µm e submetido à 

cromatografia de troca iônica, em sistema de FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography), em coluna DEAE-Sepharose, com dimensões 16 × 25 mm, 

previamente equilibrada com tampão acetato de sódio, 50 mM, pH 5,0. As proteínas 
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foram eluídas com gradiente de cloreto de sódio 0 - 1 M no mesmo tampão, com fluxo 

de 4 mL/minuto. Frações de 2,5 mL foram coletadas e aquelas que apresentaram 

atividade da poligalacturonase foram reunidas. Posteriormente, a amostra foi 

concentrada por liofilização e diluída em 5 mL do mesmo tampão.  

A amostra concentrada, proveniente da troca iônica foi submetida à 

cromatografia de exclusão molecular em FPLC em uma coluna Sephacryl S-200, com 

dimensões 26 × 600 mm,  previamente equilibrada com tampão acetato de sódio, 50 

mM, pH 5,0. As proteínas foram eluídas com o mesmo tampão com fluxo contínuo de 

1mL/min e foram coletadas frações de 3,5 mL. As frações com atividade de 

poligalacturonase foram reunidas.  

 

4.9- Determinação do grau de pureza da enzima  
 

4.9.1- Eletroforese  

 

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo SDS e β-

mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-géis 

foram preparados a partir de solução estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida 

(bis) 30 % (p/v), tampão Tris/HCl 1,5 M,  pH 8.6,  para o gel separador e tampão 

Tris/HCl 0,5 M, pH 6.8, para o gel empilhador, persulfato de amônio 10 % (p/v), 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10 % (p/v) e, N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino de 

sódio (TEMED). As corridas eletroforéticas foram realizadas à temperatura ambiente, a 

80 V, em placas do Sistema de gel Mini-PROTEAN da Bio-Rad. As amostras 

submetidas à eletroforese foram, previamente, precipitadas com ácido tricloroacético 

(TCA) 50 % (p/v), lavadas com acetona gelada e adicionadas ao tampão de amostra 

desnaturante, 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCl, pH 6,8, 2,3 % p/v de SDS, 1 % v/v 

de glicerol, 5 % v/v de β-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 5 

minutos e aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970).  

 

4.9.2- Coloração dos géis de eletroforese  
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As proteínas presentes nos géis foram reveladas com nitrato de prata, conforme 

procedimento descrito por Blum et al. (1987). Após a corrida  eletroforética, os géis 

foram colocados em 50 mL de solução fixadora (metanol, ácido acético glacial e água, 

na proporção de 50:12:38 em volume) por no mínimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10 

minutos com solução de etanol 50 % (v/v). Os géis foram lavados, por 1 minuto, em 

solução de tiossulfato de sódio 0,02 % (p/v). Em seguida, os géis foram rapidamente 

lavados com água destilada e incubados, por 30 minutos, em solução de nitrato de prata 

0,2 % (p/v), contendo 37 μL de formaldeído 37 % (v/v) e lavados 3 vezes, por 20 

segundos, com água destilada. Posteriormente, os géis foram tratados com a solução 

reveladora (carbonato de sódio 4 %, contendo 2 mL de solução de tiossulfato de sódio 

0,02 % e 50 μL de formaldeído 37 %), até a visualização das bandas proteicas. A reação 

foi interrompida pela adição de 3 mL de ácido acético.  

 

4.9.3-  Determinação da massa molecular  

 

Para a determinação da massa molecular da poligalacturonase de C.cubensis,  foi 

utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (12%). Os marcadores de massa 

molecular utilizados foram os da Fermentas Life Sciences, uma mistura de 10 proteínas 

altamente purificadas, com suas massas moleculares pré-definidas. A massa molecular 

da poligalacturonase foi estimada correlacionando-se, por meio de uma curva padrão, os 

perfis de migração das proteínas padrão (distância percorrida no gel, em centímetros) 

com o logaritmo das massas moleculares. 

 

4.10- Caracterização enzimática 
 

4.10.1- Efeito do pH na atividade da poligalacturonase de C. cubensis 

 

O ensaio para verificar o efeito do pH na atividade da poligalacturonase foi o 

mesmo descrito no item 4.6.1 exceto que o ensaio foi realizado na faixa  de pH de 2,6 a 

8,5. O ácido poligalacturônico 0,25% (w/v), utilizado como substrato, foi previamente 

preparado nos diferentes tampões 100 mM e seus respectivos valores de pH aferidos. Os 
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sistemas tamponantes utilizados foram tampão citrato de sódio para pH 2,5-3,5; acetato 

de sódio para pH 4-5,5; tampão fosfato de sódio para pH 6-8; tampão borato de sódio 

para pH 8,5. 

 

4.10.2- Efeito da temperatura na atividade da poligalacturonase de C. 

cubensis 

 

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzima, as condições de ensaio 

foram as mesmas descritas no item 4.6.1 exceto que o ensaio foi realizado nas temperaturas 

compreendidas entre 25 e 70°C.  

 

4.10.3- Estabilidade da poligalacturonase de C. cubensis em diversos valores 

de pH  

 

Para avaliar o efeito do pH na estabilidade da poligalacturonase, 200 μL do 

extrato enzimático foram misturados com 1800 μL de tampão 200 mM, na faixa de pH 

de 2,6 a 8,5, e pré-incubados por um período e 1 h.  Após o período de pré-incubação, a 

atividade da enzima foi medida conforme item 4.6.1. Os sistemas tamponantes 

utilizados foram os mesmo do item 5.1. 

 

4.10.4- Termoestabilidade e cálculo da meia vida da poligalacturonase de C. 

cubensis  

 

A amostra contendo a poligalacturonase purificada foi pré-incubada a 50 °C, em 

tampão acetato de sódio 100 mM pH 3,5, por diferentes tempos. As atividades residuais 

foram avaliadas no intervalo de 5 a 30 minutos. Após cada tempo de pré-incubação, 

uma alíquota de 100 μL de amostra foi retirada e então o ensaio enzimático foi realizado 

conforme o item 4.6.1.  

Os valores de meia-vida da enzima foram calculados a partir do ajuste de uma 

equação exponencial decadente, do tipo y=a.e-bx, a partir dos dados obtidos no 

experimento, utilizando o programa Sigma Plot. 
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4.10.5- Determinação do tempo de reação da poligalacturonase de C. 

cubensis  

 

Neste ensaio, as reações enzimáticas foram realizadas na mesma condições 

descritas no item 4.6.1, entretanto as reações foram avaliadas nos intervalos de 10 a 60 

minutos. 

 

4.10.6- Determinação dos parâmetros cinéticos da poligalacturonase de C. 

cubensis 

 

Para determinação dos valores de Km e Vmax para a poligalacturonase de 

C.cubensis, os ensaios de atividade enzimática foram realizados utilizando 

concentrações crescentes do substrato ácido poligalacturônico. Os ensaios enzimáticos 

foram conduzidos como descrito no item 4.6.1, porém, as concentrações utilizadas 

foram de 0,01% a 1% (w/v) para o ácido poligalacturônico . 

Os valores de Km e Vmax para a enzima foram calculados pela curva de velocidade 

em função da concentração de substrato - Curva de Michaelis-Menten, pelo programa 

Sigma Plot. 

 

4.10.7- Determinação da especificidade do substrato 

 

Ensaios enzimáticos foram realizados com diversos substratos com o objetivo de 

determinar a especificidade da poligalacturonase purificada. Os substratos testados 

foram o ácido poligalacturônico e pectina de cascas cítricas todos a 0,25% (p/v). Os 

ensaios de atividades foram realizados conforme o item 4.6.1. 

 

4.10.8- Efeito de íons, açúcares e agentes redutores na atividade da 

poligalacturonase de C. cubensis 

 



32 

Os efeitos de íons, agentes redutores e açúcares na atividade da poligalacturonase, 

foram avaliados na concentração final de 2 mM. Os compostos testados foram: iodeto 

de potássio, nitrato de prata, cloreto de potássio, fluoreto de sódio, cloreto de potássio, 

nitrato de sódio, cloreto de manganês, sulfato de cobre, cloreto de mercúrio, sulfato de 

magnésio, cloreto de cálcio, sulfato ferroso, cloreto de cobalto, glicose, galactose, 

lactose, sacarose, xilose, ureia, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e dodecil 

sulfato de sódio (SDS). Após adição de cada efetor, os ensaios da atividade da 

poligalacturonase foram conduzidos conforme descrição no item 4.6.1. 
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5- RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

5.1- Efeito do substrato na produção da poligalacturonase de C. 

cubensis 

 

Para selecionar a melhor biomassa indutora da poligalacturonase (PG) pelo C. 

cubensis, três resíduos foram avaliados no cultivo do fungo, sendo casca e bagaço de 

laranja (CL), casca e albedo de maracujá (CM) e farelo de trigo (FT).  

Os ensaios apontam que os três resíduos testados isoladamente foram capazes de 

induzir a produção da poligalacturonase pelo fungo, nas condições testadas. Entretanto, 

a maior atividade da enzima foi observada no cultivo do fungo em farelo de trigo, com 

atividade de 31,40 U/g de resíduo, em comparação com o cultivo em resíduo de 

maracujá e de laranja, que foram de 4,8 e 5,5 U/g de resíduo, respectivamente 

(FIGURA 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Atividade de poligalacturonase após cultivo do Chrysoporthe cubensis em 

meio sólido contendo  12,5 g das fontes de carbono farelo de trigo, resíduos de maracujá 

e de laranja, isoladas ou combinadas em diferentes proporções. Farelo de trigo ▀; 

Resíduo de maracujá  ▀ ; Resíduo de laranja ▀; Farelo de trigo: resíduo de fruta (1:1) ▀ ; 

Farelo de trigo: resíduo de fruta(3:1) ▀; Farelo de trigo: resíduo de fruta (9:1) ▀. 
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Segundo Brijwani (2010) o farelo de trigo é uma excelente fonte de carbono, 

principalmente devido sua estrutura rica em açúcares solúveis (superior a 30%) e 

proteínas (13–19%). A presença de açúcares, prontamente metabolizáveis, propicia o 

rápido crescimento dos microrganismos, com a concomitante produção de enzimas, já o 

conteúdo proteico, favorece uma relação bem equilibrada C / N e esta característica é 

essencial na obtenção de bio-produtos específicos, a partir de um sistema de SSF 

(BRIJWANI et al., 2010; FALKOSKI et al., 2013). Seguindo este raciocínio, a baixa 

produção de enzimas nos resíduos das frutas, provavelmente está ligada a ausência de 

um ou mais nutrientes, sobretudo compostos solúveis que podem ter sido removidos 

durante as lavagens das biomassas.  

Os extratos proteicos obtidos a partir da cultura do fungo em meio contendo a 

mistura entre farelo de trigo e casca de laranja (FT +CL) ou farelo de trigo e casca de 

maracujá (FT + CM), nas proporções de 1:1, 3:1 e 9:1, apresentaram atividades de 7,23, 

20,03 e 20,45 U/g resíduo; e 24,12, 41,49 e 34,41U/g de resíduo, respectivamente,  

(FIGURA 12).A maior atividade da poligalacturonase foi obtida a partir da cultura 

fúngica em meio contendo FT + CM (3:1), a qual apresentou atividade 1,32 vezes maior 

do que a obtida a partir da cultura em farelo de trigo isolado. Assim, esta mistura FT + 

CM (3:1) foi selecionada para indução da enzima nos cultivos subsequentes.  

Esta combinação de resíduos agroindustriais representa também uma forma 

econômica e ecológica para aumentar a produção da poligalacturonase de C. cubensis.  

No cultivo de Penicillium sp., Patil & Chaudhari (2010) relataram atividade 1,80 vezes 

maior em bagaço de laranja, após suplementação com farelo de trigo (1:1). Khan et. al. 

(2012) trabalharam com Aspergillus niger e obtiveram atividade de PG 2,11 vezes 

maior, na combinação entre farelo de trigo, cascas de limão doce , casca de laranja e 

casca de limão (9:1:1:1), do que somente em farelo de trigo e casca de limão doce (9:1). 

Utilizando Penicillium viridicatum, Silva et al. (2005) observaram que a junção do 

farelo de trigo e casca de laranja (1:1) induziu 4,68 vezes mais PG do que o farelo de 

trigo puro (SILVA et al., 2002). Em C. cubensis, a produção enzimática aumentou 8,64 

vezes em CM e FT (1:3) e 3,71 vezes em CL e FT ( 1:9), após suplementação com 

farelo de trigo. 
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De acordo com Ahmed & Mostafa (2013) a eficiência na produção da enzima 

depende, principalmente, da composição química e estrutural da matéria-prima 

(biomassa) e acessibilidade aos vários componentes presentes no meio. No cultivo de C. 

cubensis, observa-se que a combinação de FT + CM promoveu atividade de PG 2 vezes 

maior do que a partir de FT + CL. Trabalho anteriores relatam que a casca de maracujá 

é composta, principalmente, de açúcares, óleos, fibras, pectina e polifenóis (MACIEL et 

al., 2014), já a casca de laranja contém açúcares, fibras, pectina, proteínas e D-limoneno 

(LI et al., 2015). Mesmo possuindo conteúdo proteico inferior, o cultivo em maracujá 

apresentou maior atividade da PG, possivelmente devido a suplementação com farelo de 

trigo. Entretanto, o D-limoneno, presente no resíduo de laranja, é uma substância que 

inibe o crescimento microbiano (CHOI et al., 2015) e isto pode ter interferido no 

desenvolvimento do fungo e consequentemente na produção enzimática. Segundo Kiran 

et al. (2014) o resíduo de laranja, após extração do D- limoneno, é uma excelente fonte 

para o crescimento de microrganismos, gerando produtos de valor agregado, como 

enzimas industriais, etanol, metano e proteínas celulares simples.  

Contudo, o fungo Chrysoporthe cubensis apresentou bom desempenho na 

produção da poligalacturonase, e a utilização de resíduos agroindustriais no cultivo, é 

um interessante meio para reduzir custos e agregar valor ao material orgânico, trazendo 

benefícios, tanto para o meio ambiente quanto para indústria. Adicionalmente, a 

otimização do processo é essencial para permitir a produção mais elevada e econômica 

de enzimas adequadas para uma aplicação em particular.  

 

5.2- Purificação da poligalacturonase de C. cubensis 
 

A poligalacturonase produzida pelo C. cubensis, a partir do cultivo em farelo de 

trigo e casca de maracujá (3:1), foi purificada por uma combinação dos métodos 

cromatográficos troca iônica e gel filtração.  

O extrato enzimático bruto foi filtrado, em membrana de 0,45 µm, e aplicado em 

coluna DEAE-Sepharose, onde foi detectado elevado pico com atividade da 

poligalacturonase, antes da aplicação do gradiente salino (FIGURA 13). Das 130,1 U 
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de PG carregadas na coluna, 104,62 U foram recuperadas, com rendimento de 80, 41 %.  

Nesta etapa, a enzima foi purificada 3,13 vezes, com atividade específica de 123,52 

U/mg de proteína (TABELA 2).  

 

Tabela 2- Resumo das etapas de purificação da poligalacturonase de C. cubensis 

 

Nesta etapa cromatográfica, a análise de proteínas, por metodologia de 

Bradfortd, evidenciou a presença de dois picos protéicos distintos, sendo o primeiro 

pico ativo, que foi eluído antes do gradiente salino, e o segundo e maior,foi eluído  

durante o gradiente salino (FIGURA 13). Desta forma, pode se afirmar que a maior 

parte das proteínas contaminantes foi eliminada da fração PG ativa, sendo que, dos 3,3 

mg de proteínas presentes no extrato bruto, apenas 0,847 mg foram recuperadas antes 

do gradiente salino. Entretanto, o fato de um dos picos protéicos coincidir com o pico de 

atividade, evidencia a possibilidade da presença de algumas proteínas contaminantes, 

juntamente com a enzima alvo.  

Etapa de Purificação 
Proteínas 

Totais (mg) 

Atividade 

Total (U) 

Atividade 

Específica 

(U/mg) 

Fator de 

purificação 

(x)  

Rendimento 

(%) 

Extrato Bruto 3,3 130,1 39,42 1 100 

Troca Iônica 

 (DEAE-Sepharose) 

 

0,847 104,62 123,52 3,13 80,41 

Gel Filtração 

 (Sephacryl S-200) 
0,034 37,99 1117,45 28,34 29,2 
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Resultados semelhantes foram encontrados por Al-Najada (2014) que, utilizando 

coluna DEAE- Sepharose, realizou purificação parcial do extrato enzimático de 

Aspergillus awamori, obtendo PGase 1 e PGase 2, purificadas 5,9 e 3,8 vezes, 

respectivamente.  

 As frações ativas (presentes nos tubos de 4 a 14), obtidas a partir da troca 

iônica, foram reunidas, concentradas por liofilização e diluídas em 5 mL do tampão 

acetato de sódio, 50mM, pH 5 e submetido a cromatografia de exclusão molecular. O 

perfil de eluição apresentou um pico principal, com atividade da poligalacturonase, nas 

frações de 48 a 52 (FIGURA 14).  

 

Figura 13: Perfil cromatográfico obtido após aplicação do extrato bruto filtrado em coluna 

de troca iônica DEAE- Sepharose, previamente equilibrada com tampão acetato de sódio, 

pH 5, 50mM. Atividade poligalacturonase (●); Proteínas (●); Gradiente salino (─). 
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A análise proteica evidenciou a presença de vários picos eluídos ao longo das 

frações, provavelmente devido a presença de proteínas de tamanhos variáveis, com 

diferentes tempos de retenção. A atividade específica aumentou consideravelmente, 

passando de 123,52 U/mg para 1117,45 U/mg, com rendimento de 29,2% (TABELA 

2). Este procedimento também foi utilizado por Mohamed et al. (2006), que obtiveram 

atividade específica de 276 U/mg, com fator de purificação igual a 13, para PG do 

Trichoderma harzianum. Da mesma forma, Jacob et. al. (2008), conseguiram aumentar 

a atividade específica, da PG de Streptomyces lydicu, em 59,4 vezes, resultando em 

504,8 U/mg. 

O aumento da atividade específica está relacionado a perda de proteínas 

indesejáveis, que podem interferir na atividade da enzima(UDENWOBELE et al., 

2014). Adicionalmente, a avaliação da atividade específica é uma medida diretamente 

relacionada a purificação obtida, o que indica que quanto maior atividade específica, 

maior é o fator de purificação. Desta forma, a partir dos procedimentos aplicados neste 

Figura 14: Perfil cromatográfico obtido após a aplicação da fração ativa concentrada, 

proveniente da troca iônica, em coluna de gel filtração Sephacryl S-200. Atividade da 

poligalacturonase (●); Proteínas (●). 
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trabalho, a poligalacturonase de C. cubensis foi purificada 28,34 vezes, indicando que a 

metodologia utilizada garantiu uma purificação eficiente quando comparada a trabalhos 

anteriores. Martos et al. (2014) evidenciaram uma poligalacturonase extracelular 

purificada, 1,36 vezes, a partir do filtrado da cultura de Wickerhamomyces anomalus, 

submetida a uma etapa de diálise, seguida por cromatografia em coluna Sp- Sepharose.  

Kant et. al (2013) submeteram o extrato bruto do Aspergillus niger a uma precipitação 

em etanol 60 %, seguido por gel filtração em coluna Sephacryl S-200, obtendo enzima 

6,52 vezes purificada, com atividade específica de 54,3 U/mg. Desta forma, várias 

metodologias de purificação devem ser avaliadas sem que altere drasticamente a 

atividade da enzima de interesse. 

As amostras com atividade de PG, provenientes de cada etapa da purificação, 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, sob condições 

desnaturantes (SDS-PAGE). A figura 15 mostra que a cada etapa, proteínas 

contaminantes foram eliminadas, e por isso o número de bandas visualizadas no gel 

diminuiu. Os resultados evidenciam que mesmo após a eliminação da maior fração 

proteica contaminante, a cromatografia de troca iônica, sozinha, não foi suficiente para 

isolar a poligalacturonase, como também pode ser visualizado na figura 15A. No 

entanto, o aparecimento de uma única banda de proteína após a última etapa 

cromatográfica (FIGURA 15B), comprova a homogeneidade da enzima e eficiência da 

combinação dos métodos cromatográficos utilizados neste trabalho. A enzima 

purificada foi utilizada para caracterização bioquímica e cinética. 
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5.3- Determinação da massa molecular da poligalacturonase de C 

cubensis 
 

A massa molecular da poligalacturonase de C. cubensis foi determinada a partir 

da curva padrão obtida com a relação entre distância percorrida e o logaritmo da massa 

do marcador. A equação gerada pelo Programa Excel foi utilizada para calcular a massa 

da proteína, como observado na figura 16. 

 

Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS- 

PAGE 12%). A)1- Marcador de peso molecular; 2- Extrato Bruto; 3- Frações ativas 

provenientes da cromatografia de troca iônica em coluna DEAE- Sepharose; B) 1- 

Marcador de peso molecular ; 2- Frações ativas provenientes da gel filtração em coluna 

Sephacryl S-200. 
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A massa molecular obtida para a poligalacturonase de C. cubensis foi 

aproximadamente 40,74 kD. Valores aproximados foram observados para PG de 

Aspergiuus niger (40,4kD), Cryptococcus albidus (39,5kD) e Postia placenta(34 kD) e 

Mucor flavus (40 kD) (GUO et al., 2002 FEDERICI, et. al. 1985; CLAUSEN et. al., 

1996; GADRE et al., 2003). No entando, valores mais altos foram determinados para 

PG de Mucor circinelloides (66 kD) e Paecilomyces variotii (77,3 kD) (DAMÁSIO et 

al., 2010; THAKUR et al., 2010). Desta forma, é evidente que a massa molecular da 

poligalacturonase varia de acordo com a fonte produtora da enzima.  

 

5.4- Caracterização da poligalacturonase de C. cubensis 
 

As propriedades catalíticas e a estabilidade de enzimas em diferentes condições 

físico-químicas são muito importantes para a sua comercialização. A caracterização 

bioquímica das enzimas pode oferecer informações que podem ser utilizadas para ajudar 

a melhorar a estabilidade e manutenção da atividade catalítica da enzima, por um maior 

período de tempo.   

Figura 16: Determinação da massa molecular da poligalacturonase purificada de 

C.cubensis, a partir de SDS-PAGE; MM- massa do marcador; Marcador de peso 

molecular (♦); Poligalacturonase do C. cubensis (˟) 
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Figura 17: Efeito do pH na atividade da poligalacturonase do C. cubensis.. Tampão 

citrato de sódio 100mM (●); Tampão acetato de sódio 50 mM (○); Tampão fosfato de 

sódio 50 mM (■); Tampão borato de sódio 50mM (▲) 

5.4.1- Efeito do pH na atividade da poligalacturonase de C cubensis 

 

O estudo do efeito do pH na atividade da poligalacturonase de C cubensis foi 

realizado medindo a atividade da enzima em diferentes valores de pH, usando ácido 

poligalacturônico 0,25% (w/v) como substrato, conforme descrito no item 4.10.1.  

A atividade máxima da enzima foi observada em pH 3,5 e cerca de 60 % desta 

atividade foi detectada na faixa de pH de 4 a 5. Todavia, acima destes valores, houve 

drástica redução na atividade da enzima, apresentando apenas 5% da atividade máxima 

em pH 5,5 e total inativação na faixa de pH acima deste valor (FIGURA 17). Estes 

resultados mostram que a PG de C cubensis é uma enzima ácida. Resultados similares 

foram encontrados por Al-Rajhi  (2013), que constatou atividade máxima da 

poligalacturonase de Rhizoctonia solani em pH 4,5, e a completa inativação em pH 

acima de 6,5. Poondla et al. ( 2015) também descrevem atividade máxima em pH 4,5,  

para PG de Saccharomyces cerevisiae, porém a completa inativação ocorre em pH 8. 

EN-Sheng et. al (2013) observaram pH ótimo igual a 5 e completa inativação em pH 9, 

para PG de Aspergillus tubingensis.  
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Outro parâmetro avaliado, foi o efeito do pH na estabilidade da poligalacturonase 

purificada, realizada conforme item 4.10.3. Como observado na figura 18, após 1h de 

pré-incubação em diferentes valores de pH e retornando o ensaio ao pH ótimo da 

enzima, esta manteve, com pequenas variações, cerca de 80 % de sua atividade em toda 

faixa de pH avaliada. Estes dados indicam que esta PG foi capaz de se manter estável 

em uma ampla faixa de pH, revelando que as alterações causadas pelo pH são 

reversíveis. Estes resultados se aproximam dos encontrados por Gadre et al. (2003), no 

qual a PG de Mucor flavus apresentou completa estabilidade entre pH 2,5 a 6, por 20 

horas e 60% da atividade em pH 7 . 
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Contudo, a poligalacturonase purificada de C. cubensis, apresenta caráter acídico 

assim como grande parte das poligalacturonases fúngicas conhecidas (MEENA & 

PAWAR, 2015). Esta característica é bastante apreciada na indústria de alimentos, para 

Figura 7: Atividade relativa da poligalacturonase após incubação a 4°C em 

diversos pH. Após 1h de incubação (●). 
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aplicação no processo de extração e clarificação de sucos de frutas (PATIL et al., 2012) 

e produção de vinho (AL-NAJADA, 2014). 

5.4.2- Efeito da temperatura na atividade da poligalacturonase de C. cubensis 

 

A avaliação do efeito da temperatura na atividade da poligalacturonase de C. 

cubensis foi realizada utilizando ácido poligalacturônico como substrato e reação 

conduzida em pH 3,5, de acordo com item 4.6.1 

As análises mostraram que a atividade da poligalacturonase foi crescente, a 

partir de 25ºC, e alcançou máxima atividade a 50ºC. Entretanto, a 55°C a enzima 

apresentou cerca de 88 % da sua atividade, apenas 22% a 60°C, e houve completa 

inativação a 70°C (FIGURA 19). Resultados similares foram encontrados por 

Chellegatti et. al. (2002), Ortega et al. (2014) e Quiroga et al. (2009) que observaram 

atividade máxima a 50°C para poligalacturonase de Penicillium frequentans, Fusarium 

graminearum, e Pycnoporus sanguineus, respectivamente. Entretanto, Saad et al. 

(2007) descreveram máxima atividade a 35°C para PG do  Mucor rouxii, enquanto 

Zhou et al. (2015) evidenciaram máxima atividade a 65°C, em trabalho com uma 

plogalacturonase de Aspergillus niger, expressa em Saccharomyces cerevisiae.  
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Figura 19: Efeito da temperatura na atividade da poligalacturonase de C. cubensis 
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O aumento na atividade da enzima na faixa de temperatura de 25°C a 50°C 

provavelmente está relacionado ao aumento da energia cinética que, em virtude da 

temperatura, proporcionou maior colisão entre as moléculas de enzima e substrato,  com 

consequente formação de produto (KUSUMA & REDDY, 2014). No entanto, a partir 

de 55°C esta energia cinética provavelmente atingiu um nível que pode ter promovido a 

alteração da conformação da enzima e sua consequente desnaturação. (REHMAN et al., 

2015). Desta forma, nas temperaturas acima de 55°C, a poligalacturonase de C. 

cubensis possivelmente sofreu modificações em sua estrutura tridimensional, o que 

pode ter dificultado sua interação com o substrato, e consequentemente a formação de 

produto. 

5.4.3- Análise de termoestabilidade e meia vida da poligalacturonase 

 

A termoestabilidade representa a capacidade da enzima resistir à desnaturação 

térmica na ausência de substrato. Desta forma, a poligalacturonase purificada de C. 

cubensis, foi pré incubada a 50°C, e a estabilidade térmica foi analisada no período de 

30 minutos , conforme 4.10.4. 

A figura 20 representa o comportamento da enzima durante o período avaliado. 

As análises demonstraram que a enzima possui pouca estabilidade térmica nesta 

temperatura, sendo que após 5 minutos, reteve 44 % da atividade inicial e 6% após 20 

minutos.  
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Federici  et al. (1985) caracterizaram uma poligalacturonase de Cryptoeoceus 

albidus e observaram completa inativação após 10 min. de incubação a 55°C. Guo et al. 

(2002), em trabalho com Aspergiuus niger, descreveram perda de 45% e 74% da 

atividade inicial, em uma poligalacturonase incubada a, respectivamente, 40°C e 50°C, 

por 30 min. Os autores relataram que a enzima foi inativada após 5 minutos de pré 

incubação a 60°C. No entanto, poligacturonases termoestáveis também são descritas na 

literatura. Kapoor et al., (2000) mostraram que a poligalacturonase de Bacillus sp. (MG-

cp-2) permaneceu ativa por mais de 12 h após pré incubação a 50°C. Siddiqui et. al. ( 

2012), isolaram o fungo Rhizomucor pusillus de laranjas em decomposição e, 

evidenciaram uma poligalacturonase que permaneceu estável durante 120 min. a 50°C. 

A meia vida da enzima foi calculada conforme citado no item 4.10.4. De acordo 

com a figura 21, a meia vida da poligalacturonase de C. cubensis a 50°C foi de 4,05 

minutos.  

Figura 20: Análise de termoestabilidade da poligalacturonase de C. cubensis. 
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Estudos anteriores, realizados por Damásio et al. ( 2010) apresentaram meia vida 

de 50,6 minutos a 55 ° C, para PG de  Paecilomyces variotii. Devi et. al.( 1996) 

identificaram valores de meia vida de, respectivamente, 6, 10 e 32 minutos para PG I, 

PG II e PIII, de Aspergillus carbonarius, a 46°C.  

A poligalacturonase de C. cubensis não apresentou estabilidade térmica 

expressiva em sua temperatura ótima. No entanto, quando os ensaios de estabilidade 

foram realizados incubando a enzima com o substrato, a enzima se manteve ativa 

durante 60 minutos de incubação a 50ºC (FIGURA 22). Estes resultados indicam que o 

complexo enzima-substrato pode ter sido mais estável do que a enzima pura. Deste 

modo, em processos industriais, em que a enzima será utilizada junto ao substrato, 

poderá apresentar maior estabilidade térmica.  

Figura 21: Meia-vida estimada para poligalacturonase purificada de C. cubensis em 

50°C. 

Y= 100,3882. e-01725x 

R2= 0,9811 
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Enzimas termofílicas têm sido alvo de numerosos estudos envolvendo, 

principalmente estratégias para aumentar a estabilidade térmica (REHMAN et al., 

2015). Com este propósito, Tyagia & Gupta (1995) utilizaram imobilização enzimática, 

com alginato e látex magnético, e aumentaram a estabilidade de uma PG de Aspergillus 

Niger, de 10 minutos para 6 h a 50°C. 

 

5.4.4- Determinação da especificidade pelos substratos ácido 

poligalacturônico e pectina cítrica 

 

A especificidade da poligalacturonase (PG) purificada de C. cubensis foi 

avaliada com os substratos pectina cítrica e ácido poligalacturônico (PGA) 0,25%, de 

acordo com item 4.10.7 .  

Conforme evidenciado na tabela 3, a maior taxa de hidrólise foi observada em 

ácido poligalacturônico, que é um substrato muito mais simples , em relação a pectina 

cítrica, um substrato complexo. A atividade relativa da PG com a pectina foi de apenas 

7,93 %, comparada com o ácido poligalacturônico.  

 

Figura 22: Análise da termoestabilidade da poligalacturonase de C. cubensis na 

presença do ácido poligacturônico 0,25%.  
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Tabela 2- Especificidade da poligalacturonase de C. cubensis para os substratos na 

concentração final de 0,25% (p/v) 

 

Estes resultados estão de acordo com Devi et. al. (1996), que observaram 

hidrólise preferencial do PGA, por três poligalacturonases identificadas em Aspergillus 

carbonarius, em relação a pectina cítrica e pectina de maçã. Siddiqui et. al. (2012) 

evidenciaram perda de 43% na atividade da PG de Rhizomucor pusillusem pectina 

cítrica, comparada a PGA. 

Segundo Yuan et al. (2011), a complexa estrutura da pectina pode limitar o 

encaixe do substrato no sítio ativo da enzima. Além disso, trabalhos anteriores 

evidenciaram que a extensão da hidrólise enzimática pela PG diminui com o aumento 

do grau de metilesterificação da pectina (DAMÁSIO et al., 2010; ESQUIVEL et. al., 

2004). No trabalho aqui apresentado, o grau de metilesterificação da pectina é 

desconhecido, entretanto este é um fator que pode ter influenciado diretamente na taxa 

de hidrólise. Ao mesmo tempo, as condições- padrão do ensaio foram ajustadas com o 

PGA e podem não ter sido adequadas para que a enzima reagisse devidamente, com a 

pectina.  

 

5.4.5- Efeito de íons, açúcares e agentes redutores na atividade da 

poligalacturonase de C. cubensis 

 

Durante os processos industriais, a enzima tende a sofrer alterações ambientais e 

é exposta a diferentes metabólitos. Portanto, a estabilidade da poligalacturonase de C. 

cubensis foi avaliada na presença de vários íons, agentes redutores e açúcares, conforme 

descrito no item 4.10.8. A concentração final do agente foi de 2mM e as atividade 

Substrato Atividade (U/mL) ± DP Atividade Relativa (%) 

Ácido Poligalacturônico 1,25 ± 0,017 100 

Pectina Cítrica 0,1 ± 0,004 7,93 
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foram realizadas de acordo com o item 4.6.1. As atividades relativas foram calculadas 

com base na atividade da enzima sem a presença do efetor, tomada como 100%. 

Conforme indicado na figura 23, a enzima não sofreu perda significativa de 

atividade na presença de CaCl2 e manteve acima de 94% da atividade. No entanto, a PG 

na presença dos efetores NaCl, NaNO3, KCl, uréia e EDTA, demonstrou perda 

moderada na atividade, mantendo a atividade acima de 80%. A presença dos íons K+, 

Hg2+, Fe2+, Mg2+ e Co2+ influenciaram negativamente na atividade enzimática, 

promovendo perda de 20,85%, 20,98%, 27,41%, 27,75% e 28,38%, respectivamente. 

Entretanto, redução mais acentuada da atividade foi observada na presença de Mn2+, 

Ag+ e Cu2+ , 36,78%, 57% e 66,74%, respectivamente.  Dos açúcares testados, galactose 

teve influencia negativa, diminuindo 37,82% da atividade da enzima e os demais 

açúcares influenciaram em perdas moderadas da atividade, de 17,73%, 20,37%, 21,48% 

e 28,13%, respectivamente (FIGURA 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23- Atividade Relativa da poligalacturonase de C. cubensis submetida aos 

diferentes efetores, em concentração final de 2mM 
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Assim como neste trabalho, a PG de Rhizoctonia solani (AG2-2) apresentou  

perda de 20% da atividade, na presença do quelante EDTA. Este fato sugere que a 

atividade não depende da presença de cátions e por isso houve baixa inibição da 

atividade. No entanto, os mesmos autores evidenciaram inibição de 99,8% na atividade 

da enzima, na presença de Hg2+. O Hg2+ é um bloqueador dos grupos tiol, que 

participam do complexo substrato-enzima e são essenciais na atividade catalítica de 

algumas enzimas (EN-SHENG et. al, 2013). Desta forma, a baixa diminuição na 

atividade da PG de C. cubensis por Hg2+, sugere que a enzima não possui grupos tiol em 

sua estrutura, como foi proposto para PG de Rhizoctonia solani. 

A poligalacturonase de Penicillium sp. CGMCC 1669 foi fortemente inibida por 

Cu2+, entretanto, na presença de Na+, K+, Mg2+ e EDTA, não houve qualquer efeito e a 

enzima se manteve estável (YUAN et al. 2011). Segundo Silva et al. (2007), Cu2+ induz 

a polimerização da proteína através da formação de pontes His-Cu-His entre as cadeias 

peptídicas adjacentes, e esta coordenação geométrica pode interferir na estrutura de 

algumas proteínas. Outro efetor que inibiu fortemente a PG de C. cubensis foi o SDS, 

um detergente desnaturante proteico. Este efeito também foi observado por Kaur et. al. 

(2004) em PG de Sporotrichum thermophile. Segundo os autores, a desnaturação ocorre 

devido a mudanças na estrutura terciária e quaternária da enzima. 

Contudo, a poligalacturonase de C. cubensis apresentou inibições variadas e 

parciais com todos os agentes testados.  

 

5.4.6- Parâmetros cinéticos da enzima 

 

A determinação dos parâmetros cinéticos, Km e Vmax, da PG purificada de C. 

cubensis, foi realizada medindo a atividade da enzima em diferentes concentrações de 

ácido poligalacturônico, em uma taxa variando de 0,01% a 1% (p/v). Conforme 

indicado no item 4.10.6 

Os dados obtidos foram plotados em gráfico ( [substrato] x atividade enzimática) 

e a equação gerada foi adequada à típica equação de Michaelis-Mentem: (V=(Vmax . [S]) 

. (Km + [S])-1). 
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Conforme indicado na tabela 5, os valores de Km e Vmax obtidos foram 0,766 

mg. mL-1 e 1,88 µmol. mL-1. min-1, respectivamente. Este valor de Km foi menor, 

comparado a outras PG citadas em trabalhos anteriores, indicando que a PG de C. 

cubensis apresenta maior afinidade para este substrato. Rehman et al. (2015), em 

trabalho com PG de  Bacillus licheniformis KIBGE-IB21, descreveram Km de 

1,017mg.mL-1 para o ácido poligalacturônico (PGA). Amid et. al. (2014) observaram 

Km de 2,7 mg.mL-1
 para o PGA em reação com a PG de Hylocereus polyrhizus. 

 

Tabela 4-Valores de Km, Vmax e Vmax.Km
-1 obtidos para poligalacturonase purificada de 

C. cubensis, determinados pela curva de Michaelis-Menten para o substrato PGA 

 

O valor de Km é um indicador de afinidade entre o substrato e a enzima. Assim, 

menores valores para Km, indicam maior afinidade do substrato para a 

enzima(MICHAELIS &MENTEN, 1913). Desta forma, Mohamed et. al. (2003), em 

trabalho com a PG de Trichoderma reesei, descreveram Km e Vmax para pectina cítrica 

(0,55 mg.mL-1 e 0,043 µmol.min-1) e ácido poligalacturônico (0,72mg.mL-1 e 0,038). 

Além disso, os autores determinaram maior eficiência catalítica da enzima (Vm.Km
-1) 

para ácido poligalacturônico. Serrat et. al (2002) observaram Km, duas vezes maior, 

para pectina altamente esterificada do que para o ácido poligalcturônico, indicando 

maior afinidade do PGA para a PG de Kluyveromyces marxianus. 

A poligalacturonase de C. cubensis apresentou aumento na velocidade da reação 

na concentração de 0,05% a 0,4% do substrato. A partir deste valor, a adição de 

substrato não alterou a atividade da enzima. Isso pode ser devido a saturação dos sítios 

ativos da enzima (KANT et. al. 2013). 

         Poligalacturonase   

Substrato Km (mg.mL-1) Vmax (µmol.mL. min-1) Vmax.Km
-1 (U.mg-1) 

 Ácido poligalacturônico 0,766 1,88 2,55 
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Contudo, é evidente que as propriedades cinéticas variam de acordo com a fonte 

da enzima. Entretanto, na maioria dos casos, o baixo valor de Km está em acordo com os 

resultados observado neste trabalho, e os valores de Km para a PG com o PGA, descritos 

da literatura, variam de 0,059 mg. mL-1a 4,7 mg. mL-1. 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a PG de C. cubensis é uma enzima 

importante dentro do complexo hidrolítico secretado pelo fungo quando cultivado em 

SSF, em meio contendo resíduos agroindustriais. As propriedades bioquímicas e 

cinéticas desta PG, especialmente sua maior atividade em pH ácido e alta afinidade pelo 

ácido poligalacturônico indicam potencial para aplicações biotecnológicas, 

principalmente para clarificação de suco de frutas e na sacarificação de biomassa 

vegetal proveniente do processo de pré-tratamento ácido. 
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6- CONCLUSÕES 
 

 O fungo Chrysoporthe cubensis foi capaz de produzir poligalacturonase em 

diferentes resíduos agroindustriais de baixo custo. A combinação de farelo de trigo 

e casca de maracujá (3:1) induziu a melhor a produção da enzima; 

 

 A poligalacturonase foi purificada, eficientemente, pela combinação dos métodos 

de cromatografia de troca iônica, em coluna DEAE-Sepharose e gel filtração, em 

coluna Sephacryl S-200. A enzima foi puficiada 28,34 vezes e atividade específica 

foi de 1117,45 U.mg-1; 

 

 A análise de eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE 12%), evidenciou massa 

molecular de 40,74 kD; 

 

 A enzima apresentou caráter acídico, com pH ótimo igual a 3,5 

 

 A temperatura ótima da enzima foi de 50°C, porém nesta temperatura a enzima 

apresentou meia vida de 4,05 minutos. A enzima mostrou maior especificidade pelo 

substrato ácido poligalacturônico, em relação a pectina cítrica; 

 

 A enzima apresentou menorperda de atividade na presença dos íons Ca2+, Na+ e K+ 

e dos efetores uréia, EDTA e sacarose; 

 

 As constantes cinéticas Km e Vmax foram 0,766 mg. mL-1 e 1,88 µmol. mL-1; 
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7- PERSPECTIVAS 
 

   A enzima poligalacturonase de C.cubensis, identificada e purificada neste 

trabalho, apresentou atividade ótima em pH 3,5 e temperatura 50 °C. Estes fatores 

são importantes para aplicação industrial e biotecnológica.  

  Para aplicações na indústria de alimentos, a enzima poderá ser clonada e 

super expressa em organismos que possuem status GRAS, considerados seguros do 

ponto de vista biológico. Na indústria de biocombustíveis esta enzima poderá ser 

utilizada na degradação de cascas cítricas, para produção de etanol de segunda 

geração. Adicionalmente, nesta última aplicação a clonagem e expressão da enzima 

em um organismo fermentador poderá ser uma importante ferramenta aliada para 

aplicação em escala industrial. 

Além disso, estas aplicações biotecnológicas podem ser combinadas a 

técnicas de imobilização enzimática em uma matriz adequada, visando aumento da 

termoestabilidade e reutilização da poligalacturonase de C. cubensis  
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