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RESUMO

BARRETO, Elisa da Silva, M. Sc., Universidade Federal de Ouro Preto, fevereiro de
2016. Producdo, purificacdo e caracterizacéo da poligalacturonase de Chrysoporthe

cubensis. Orientadora: Valéria Monteze Guimaraes.

Os objetivos deste trabalho foram cultivar o fungo Chrysoporthe cubensis em diferentes
fontes de carbono de baixo custo, para induzir a producdo da poligalacturonase,
purificar e caracterizar a enzima, para identificar propriedades funcionais interessantes
para possiveis aplicacdes biotecnoldgicas. O fungo foi cultivado em meio semi sélido
(67% de umidade), com farelo de trigo, casca de maracuja e casca de laranja, além disso
os residuos de frutas foram misturados ao farelo nas proporcoes 1:1, 3:1 e 9:1 (farelo:
residuo de fruta). O fungo apresentou maior producdo da poligalacturonase em meio
composto por farelo de trigo e casca de maracuja (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
enziméatico bruto foi purificado a partir da cromatografia de troca idnica DEAE-
Sepharose, seguida por cromatografia em gel filtragdo em coluna Sephacryl S-200,
exibindo atividade especifica 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 6timos de 3,5 e 50°C, repectivamente, e meia vida de 4,05 minutos a 50°C.
A enzima se manteve estavel na faixa de pH de 2,5 a 8,5, apresentando acima de 80%
da atividade apds 1h. O substrato preferencial da enzima foi o acido poligalacturdnico e
0 Km € Vma foi de 0,766 mg."=! e 1,88U/mL, respectivamente. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que a PG de C. cubensis é uma enzima importante dentro do
complexo hidrolitico secretado pelo fungo quando cultivado em SSF, em meio contendo

residuos agroindustriais.

Palavras chave: Pectinase, Chrysoporthe cubensis, purificacdo, agro-residuos
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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 Guimaraes.

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.mLand 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- INTRODUCAO

A lamela média e a parede celular priméria das plantas superiores contém o
heteropolissacarideo complexo pectina. Este polimero € responséavel pela manutencdo
da integridade dos tecidos das plantas. A pectina € composta principalmente por
residuos de acido galacturénico e compreende cinco regifes distintas, denominadas
homogalacturonana, rhamnogalacturonana do tipo I, rhamnogalactuonana do tipo I,
apiogalacturona e xilogalacturonana (BLANDINO et al., 2002).

A pectina é degradada por enzimas de esterificacdo, pectina esterases, e enzimas
de despolimerizacdo, hidrolases e liases (FREITAS et al., 2006). As enzimas mais
importantes do complexo pectinase sdo 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) (PEDROLLLI, D. B. et al., 2009).

As pectinases &cidas tém sido amplamente exploradas na inddstria de alimentos,
principalmente em manufaturas de vinhos e sucos de frutas (MATA-GOMEZ et al.,
2014). As pectinases alcalinas sdo utilizadas em processos de degomagem de fibras

vegetais e tratamento de aguas residuais pécticas (GOGUS et al., 2014).

Estima-se que as pectinases correspondem a 25% das vendas de enzimas
aplicadas na industria de alimentos. No entanto, sabe-se que de 30-40% do custo da
producdo de enzimas industriais estd relacionado ao cultivo do fungo produtor da
enzima ou meio de fermentacdo (ANURADHA et al., 2014). Assim, residuos
agroindustriais tém sido utilizados no cultivo de fungos produtores de enzimas pécticas.
Os residuos mais utilizados sdo farelo de trigo, cascas citricas (laranja, limao, limao
doce e toranja), casca de maracuja e bagago de macd. Entretanto os residuos
provenientes do processamento de frutas sdo mais utilizados, principalmente pela

composicdo rica em pectina e presenca de agucares livres.

Os produtores microbianos de enzimas pécticas mais conhecidos séo espécies de
fungos e, entre as enzimas pectinoliticas comerciais, preparacdes obtidas pelo cultivo
industrial de Aspergillus niger sdo as mais populares (DEBING et al., 2006). Além

disso, outras espécies como Thermoascus aurantiacus(MARTINS et al., 2011),



Neosartorya fischeri P1 (PAN et al., 2015) e Fusarium graminearum(ORTEGA et al.,
2014) sao produtores de poligalacturonases. A utilizagéo de fungos para a producéo de
enzimas € vantajosa, uma vez que ndo sao influenciados por fatores climaticos e
sazonais e podem ser sujeitos a manipulacGes genéticas e ambientais, para aumentar o
rendimento do produto e normalmente as enzimas sdo secretadas, o que facilita o
processo de purificagdo (GOGUS et al., 2014).

O fungo fitopatogénico Chrysoporthe cubensis é causador do cancro em plantas
do género Eucalyptus. E um fungo filamentoso pertencente a familia Cryphonectriaceae
(GRYZENHOUT, et al., 2010). Este fungo, quando cultivado em meio contendo
residuos agroindustriais, tem se destacado na producdo de enzimas degradadoras de
parede celular, incluindo celulases, hemicelulases e pectinases (VISSER et al., 2013;
FALKOSKI et al., 2013). Os extratos enziméaticos obtidos a partir da cultura de C.
cubensis tém sido testados para hidrolise do bagaco de cana de aglcar e outras
biomassas. Os resultados indicam que as enzimas produzidas por C. cubensis sdo mais
eficientes na sacarificacdo do bagaco de cana de agucar, comparado aos coquetéis
enzimaticos comerciais (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).Portanto, é importante
avaliar o potencial de producdo de enzimas por este fungo, quando cultivado em
diferentes fontes de carbono, visando a futura aplicacdo biotecnoldgica dessas enzimas.
Desta forma, o fungo C. cubensis foi selecionado para producdo de poligalacturonases

para posterior purificacdo e caracterizacao.



2- OBJETIVO GERAL

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

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

purificar e caracterizar a enzima produzida.

2.1-

Objetivos especificos
Selecionar e preparar biomassas de baixo custo, especialmente residuos
agroindustriais, para cultivo do fungo;

Avaliar as condi¢des 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 enzimaticos ;

Purificar uma poligalacturonase de C. cubensis utilizando técnicas

cromatograficas.

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

estabilidade ;

Avaliar os parametros cinéticos: Km e Vmax da enzima purificada.



3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Estrutura da Pectina

Pectina € uma familia de heteropolissacarideos 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 priméria, quanto na lamela média,
componente envolvido na adesdo intercelular. No entanto, a resisténcia da parede
celular das plantas depende da orientacdo, das propriedades mecanicas, e as ligagoes
entre as substancias pécticas e fibras de celulose. Algumas moléculas de pectina sdo
glicosidicamente ligadas a cadeias de xiloglicano que podem se ligar covalentemente a
celulose (FIGURA 1b) (THAKUR, B.R et al., 1997).

A)

Lamela
média

Parede
celular
primaria

Membrana [~
plasmatica

B)

Xiloglicana Arabinana

Arabinoxilana Polissacarrideos pécticos

Figura 1: Esquema representativo da parede celular primaria das plantas. Em (A), esta
representado as trés classes de polissacarideos da parede celular primaria: celulose,
hemicelulose e pectina (Adaptado de SMITH, 2001) . Em (B) estdo representadas as
interacdes entre os polissacarideos que contribuem para a resisténcia da parede celular
das plantas (Adaptado de COSGROVE, 2005).



Estima-se que as pectinas compde 35% das paredes priméarias em dicotileddneas
e monocotileddneas, 2-10% em graminiaceas e até 5% da parede em tecidos lenhosos
(RIDLEY, et. al. 2001). A composicdo quimica da pectina pode variar de acordo com a
idade e maturidade das partes da planta e durante o0 amadurecimento do fruto influencia
nas alteracdes da textura (NITURE, 2008)

A constituicdo basica das matérias pécticas consiste em residuos de acido D-
galacturdnico e acgucares neutros, tais como L-ramnose (Rha), L-arabinose (Ara), e D-
galactose (Gal). Os polissacarideos pécticos sdo organizados em cadeias combinadas,
em que os residuos de &cido D-galacturdnico estdo covalentemente ligados (o-1—4)
para formar uma cadeia principal linear. Esta cadeia principal é substituida, em locais
especificos, por residuos de ramnose (2-O-a-L-Rha) que, por vezes, contém cadeias

laterais de acucares neutros (FIGURA 2).
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Figura 2: Estrutura simplificada da pectina. (Adaptado de GULLON et al., 2013)
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Apesar de apresentar caracteristicas comuns, as pectinas possuem estruturas
amplamente heterogéneas entre as plantas, tecidos, e até mesmo dentro da mesma
parede celular. Sua funcéo esta associada a extensdo da parede celular e crescimento da
planta (CAMERON et al., 2015). Além disso esta associada a defesa da planta que, em
resposta ao ataque de varios agentes patogénicos, libera moléculas sinalizadoras ou
oligossacarinas da parede celular (sequéncias de dez a quinze residuos de &cido D-
galacturonico a- (1 — 4) -ligados) (PEREZ, et. al. 2000).

Na inddstria, as pectinas sdo extraidas de varios 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 maca e a mais comum, hoje em dia, é a partir de casca de frutas
citricas, principalmente limdo, laranja e toranja (JOYE et. al. , 2000). Além disso,
Leroux et al. (2003) evidenciaram que pectina citrica e pectina de beterraba podem ser
eficientes na preparacdo de emulsdes, pois foram capazes de reduzir a tenséo interfacial
entre uma fase oleosa e uma fase aquosa.

As classes estruturais dos polissacarideos pécticos incluem homogalacturonana
(HG), xilogalacturonana (XGA), apiogalacturonana (AGA), rhamnogalacturonana do
tipo I (RG 1) e rhamnogalacturonana do tipo Il (RG 1), os quais diferem na estrutura da
cadeia principal, presenca e diversidade de cadeias laterais (FIGURA 2).

3.2- Elementos estruturais da pectina

3.2.1- Homogalacturonana (HG)

A homogalacturonana (HG) é o polimero linear que compde a "regido lisa ou
smooth™ das pectinas, e é constituido de residuos de &cido galacturénico (GalA) (a-D-
GalA (1—4)-ligados) (GULLON et al., 2013). Estima-se que o grau de polimerizacio
(GP) para HG varia entre 80 e 117 unidades de residuos de GalA (YAPO et al. 2007).
Adicionalmente, estes residuos podem ser parcialmente metilesterificados nas hidroxilas
C-6, e O- acetilesterificados em C-2 e / ou C-3 (YAPO et. al., 2006) (FIGURA 3A).



As regides metilesterificadas podem participar de ligacbes de hidrogénio e
interages hidrofdbicas, mas ao contrério das ndo metilesterificadas, sdo incapazes de
participar das ligacbes mediadas por célcio e sdo inacessiveis ao ataque das endo-
poligalacturonases (CAMERON et al., 2015). As interacdes mediadas por ions calcio
com os grupos hidroxilas (livres) permitem que as moléculas de HG sejam ligadas,
formando uma rede cristalina tridimensional em que a gua e os solutos ficam presos, e
por isso ha formacédo de um gel (PEDROLLI, D. B. et al., 2009) (FIGURA 3B). Esta
caracteristica de formacdo de gel é bastante apreciada na industria de alimentos e por
isso o rendimento e a GM, da fonte de pectina, necessita ser determinado antes da
producéo industrial. Adicionalmente, os parametros de extracéo e extratores utilizados
podem afetar a GM da pectina (LIEW, et. al. 2014).
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Figura 3: Estrutura do polissacarideo péctico, homogalacturonana. (A) Polimero linear
homogalacturonana com residuos de acido galacturénicos (a-D GalA(1—4) ligados).
Sitios representativos de metilesterificacdo em C-6 e O-acetilacdo em C-2 ou C-3 sdo
mostrados. (B) Interacdes através de fons Ca?* entre os grupos carboxilos ndo
esterificados de duas cadeias de HG (CAFFALLet. al. 2009).



A proporcéo de unidades de acido carboxilico metilados com o total de unidades
de &cido carboxilico é denominado grau de metilacdo (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 padréo e o grau de
metil-esterificacdo e acetilacdo varia de acordo com a fonte e a quantidade e
distribuicdo ao longo da cadeia de HG influencia na funcionalidade da pectina.
Acredita-se que um arranjo ordenado de grupos carboxil livres, conduzem propriedades
de gelificacdo melhoradas, em comparagdo com pectinas com uma distribuicao aleatoria
(HELLIN et al., 2005).

3.2.2- Rhamnogalacturonana I (RGI)

Rhamnogalacturonana do tipo | (RG-1) € um polimero composto por residuos de
ramnose (Rha) e &cido galacturénico (GalA) ([—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(1—] )
ligados a cadeias laterais de acUcares neutros. Mesmo que ja tenha sido relatado
mondmeros como a-Gal, em pectina de quiabo (BONNIN et. al 2014), as cadeias
laterais predominantes contém arabinofuranose linear e ramificada (Araf) e / ou
galactopiranose (Galp) (WILLATS etl. al. 2006). A presenca das cadeias laterais forma
uma estrutura ramificada, referida como regido “hairy” da pectina. (POSE et al., 2012).

RG | é composta por uma cadeia principal com repeti¢cbes dos dissacarideos
ramnose (Rhap) e &acido galacturénico (GalA). Os residuos GalA podem ser O-
acetilados em C2 ou C-3 ou possuir um residuo de Glicoronosil (GlcpA) ligado a C-
3(PEDROLLI, D. B. et al., 2009). Em contrapartida, os residuos de ramnose podem
conter de 20 a 80% de substituicdes em C-4, por cadeias laterais de oligossacarideos
neutros (RIDLEY, et. al. 2001) (FIGURA 4). A proporcdo de residuos Rha ramificados
variam amplamente, dependendo da espécie de planta (RALET et. al., 2009).
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Figura 4: Modelo apresentando as principais caracteristicas estruturais de
ramnogalacturonana I. Adaptado de (RIDLEY, et. al. 2001).

3.2.3- Rhamnogalacturonana Il (RGII)

A estrutura de RG-II estd presente em diversas espécies, como nas familias
Brassicaceae, Cucurbitdceas, Leguminosae, Apiaceae, Liliaceae, Araceae,
Amaryllidaceae e Gramineae. Estudos baseados em anticorpos indicam que RG-II
ocorre amplamente em todas as paredes primarias e podem estar ausentes na lamela
média. Normalmente estdo dispostos em dimeros de RG-II, ligados por um diéster
borato entre os residuos apiosil (FIGURA 5)(PELLERIN et al., 1996). Esta
dimerizagdo cruzada de RG-II liga dominios de HG e produz uma rede de pectina

macromolecular (ISHII et. al. 2001).
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Figura 5: Estrutura Rhamnogalacturonana Il. Dimeros de RG II, ligados por um diéster

borato em residuo apiosil (Api- ®). Adaptado de COSGROVE (2005)

A presenga dos dimeros levou a sugestdo de que RG-Il desempenha um
importante papel na determinacdo da estrutura e funcdo das proteinas, em paredes das
plantas em crescimento . Adicionalmente, um estudo realizado mostrou que mutacoes
que diminuiram o tamanho dos dimeros em RG-Il, causaram graves problemas de
crescimento, como nanismo. Por isso foi proposto que esta dimerizacdo de RG-1l na
parede celular é crucial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (WILLATS,
W G Tetal., 2001).

A cadeia principal de RG-Il contém, pelo menos 8 residuos de (1—4) acidos a-
D-galactopiranosilurénico . Quatro cadeias laterais distintas (A-D FIGURA 6) estdo
ligadas a cadeia principal, sendo que residuos de Apif e Dha estdo diretamente ligados a
cadeia principal (VIDAL et al., 2000). As cadeias laterais compreendem agucares raros,
como 2-O-metil fucose, 2-O-metil xilose, apiose, 3-C-carboxi-5-desoxi-L-xilose (acido
acerico), acido 3-desoxi-D-lixo-2-heptulosarico (KDO), e acido 3-desoxi-D-mano-2-
octulosonic (DHA)(HILZ et al., 2006).
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Figura 6: Sequéncia glicosil de RG-II. A cadeia principal de liga¢des (1—4) a-D-GalA
de RG-Il é substituida com 4 cadeias laterais de oligoglicosil diferentes (A-D).
Adaptado de VIDAL et al., 2000

Em paredes celulares, a cadeia principal de &cido galacturénico nao é
esterificada quando RG 1l esta localizado perto da membrana plasmatica. No entanto,
quando presente na parede celular primaria, RG-11 podera apresentar diferentes graus de
metilacdo , como foi evidenciado por técnicas de imunomarcagdo (WILLIAMS et al.,
1996).

A estrutura terciaria de RG é bem definida, o emparelhamento das estruturas
complexadas com o boro, acompanhadas por Ca?*, proporciona maior estabilizacdo
entre as moléculas. Esta arquitetura resultante, nunca foi descrita para qualquer
componente da parede celular, estima-se que esta estrutura forneca ligagdes estaveis em
pontos-chave da pectina (WILLATS, W G T et al., 2001).

11



3.2.4- Apiogalacturonana e Xilogalacturonana

Apiogalacturonana (AGA) é encontrado nas paredes de plantas aquaticas tais
como ervas daninhas de pato (Lemnaceae)(MASCARO, et. al. 1977) e ervas marinhas
(Zosteraceae) (OVODOV et al., 1971) .Neste polissacarideo, os residuos de D-apiose
estdo ligados aos residuos de GalA da HG (FIGURA 7A). O conteudo 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 presenca abundante, AGA possui um
papel estrutural especificamente importante na parede de plantas aquaticas
(CAFFALL et. al. 2009).

Xilogalacturonana (XGA) consiste de HG substituida por D-xilose na posicdo
C-3 ( FIGURA 7B). Extratos peécticos obtidos da planta marinha Zosteraceae,
apresentaram XGA constituida por HG substituidos por um dissacarideo xilose (xilp-
(1,2)-xilp-(1,3)-GalA) (OVODOV et al., 1971). Enquanto que nas XGAs, extraidas da
casca de ervilha (Pisum sativum), foram observados, principalmente, residuos de xilose
individuais e, ocasionalmente, xilose adicional (2-ligada) formando dissacarideo(LE
GOFF et al., 2001) .
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Figura7: Estrutura Apiogalacturonana e Xilogalacturonana. A) Apiogalacturonana é
caracterizada por apiose ligada a posicdo 2 dos residuos de galacturonana da cadeia

principal. B) Xilogalacturonana é caracterizada por xiloses ligadas a posi¢do 3 dos
residuos de galacturonana da cadeia principal. Adaptado de (CAFFALL et. al. , 2009)
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Acredita-se que as fungbes da xilogalacturonana na célula vegetal estejam
conectadas a reprodugdo, uma vez que normalmente sdo encontrados em flores, frutos e
sementes. No entanto, sua presenca na planta marinha da familia Asteraceae e em
raizes, caules e folhas de cenoura, trigo, amoreira e algoddo sugere uma vasta gama de

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

3.3- Enzimas pectinoliticas

As pectinases ou enzimas pectinoliticas sdo um grupo de enzimas que
decompbem a pectina de um modo sequencial e sinérgico, por reacOes de
despolimerizacéo e desesterificagdo (MARTINEZ-TRUJILLO et al., 2011). Baseado no
mecanismo de degradacdo da pectina, as enzimas podem ser classificadas,

principalmente, em pectina-metil-esterases, pectina
(PG)(DEY et al.,, 2014) (TABELA 1). Estima-se que as preparacfes de enzimas
pécticas, representam cerca de um quarto da producdo mundial, das enzimas aplicadas

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

liases e poligalacturonases

Tabela 1: Classificacdo das pectinases

Tipos de pectinases EC.n° Substrato Modo de agéo Produto

1) Esterases

(@ PME 3.1.1.11 Pectina Hidrolise Acido péctico + metanol
(b)PAE 3.1.1.6 Pectina Hidrolise Acido péctico + etanol
2)Depolimerases

(a) Hidrolases

(DEndoPG 3.2.1.15 Acido péctico Hidrolise Oligogalacturonatos
(i)ExoPG 3.2.1.67 Acido péctico Hidrolise Monogalacturonatos
(b)Liases

()EndoPL 42272 Acido péctico  Transeliminago Oligogalacturonatos insaturados
(iExoPL 4.2.2.9 Acido péctico  Transeliminagdo Digalacturonatos insaturados
(iiEndoPNL 4.2.2.10 Pectina Transeliminagéo Metilgalacturonatos insaturados

PME, pectina metil esterase; PAE, pectina acetil esterase; PG, poligalacturonase; PL, pectato liase; PNL, pectina liase. Adaptado de Yadav et. al. (2009)



Devido & complexidade estrutural da pectina, diversas enzimas sdo necessarias
para atingir a sua degradacdo completa. Estas enzimas ocorrem em plantas e
microrganismos e estdo particularmente envolvidas no processo de colonizacdo por
fungos fitopatogénicos. Além disso, dado que a fina estrutura de polissacarideos da
parede celular regula as suas propriedades funcionais, as enzimas podem ser utilizadas
para modular a estrutura da pectina e, assim, alcancar novas funcionalidades (BONNIN
et. al., 2014).

3.3.1- Poligalacturonases (PG)

As Poligalacturonases (PG) catalisam a hidrdlise de ligagbes glicosidicas a-
(1—4) em acido peéctico (acido poligalacturénico) (FIGURA 8). De acordo com o
modo de ag&o, sdo caracterizadas em endo-PGases (E.C. 3.2.1.15) e exo-PGases (E.C.
3.2.1.67)

cooH oH COOH oH

Figura 8: Modo de acdo das enzimas poligalacturonases. As reacfes ocorrem
mediante hidrolise das ligagdes glicosidicas o-(1—4) dos residuos de &cidos
poligalacturénicos. Adaptado de Gummadi et. al. (2003).

As Endo-PGases hidrolisam, aleatoriamente, ligagdes glicosidicas internas a-
(1—4) do acido poligalacturonico e liberam acidos oligo-galacturénicos. Entretanto,
CHEN et. al (1996) em trabalho com a endo-poligalacturonase da bactéria Erwinia
carotovora, mostrou que a enzima necessita de quatro residuos adjacentes de GalA,

dentro de uma regido parcialmente esterificadas, para ser capaz de agir.
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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 étima entre
30°C a 50°C e ampla faixa de pH d&timo, entre 2,5-12 (SHARMA et. al 2013;
(RAMIREZ-TAPIAS et al., 2015). S&o amplamente distribuidas 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 presenca 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 ligacdes glicosidicas a-(1—4) a partir das
extremidades ndo redutoras (PAN et al., 2015). O produto final destas reagcdes depende
da fonte produtora da enzima, sendo que as exo-PGases flngicas, produzem é&cido
mono-galacturdnico como o principal produto final e as exo-PGases bacterianas,
produzem acido di-galacturénico (JAYANI et. al. 2005).

Estas hidrolases ocorrem com menos frequéncia, sendo relatada em algumas
espécies como Klebsiella sp (YUAN et al., 2012), Streptomyces Erumpens MTCC 7317
(KAR, et. al. 2011), Paecilomyces variotii (DAMASIO 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 Pl 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 desesterificacdo da pectina
por quebra da ligacdo éster entre os grupos metil e &cido carboxilico, dos residuos de
acido galacturénico (REHMAN et al., 2015)(FIGURA 9).
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Figura 9: Modo de acdo das pectinas metilesterases. Adaptado de GUMMADI et. al.,
2003

Estas enzimas removem ésteres metilicos de uma forma gradual, produzindo
blocos de GalAs adjacentes ndo metilesterificados com uma distribuicdo de carga
ordenada. Isto s6 é possivel na presenca de um nimero minimo de GalAs adjacentes
metil esterificados, como foi observado em reacdes conduzidas em valores neutros de
pH. Este fato sugere que a base molecular para 0 modo de acdo da enzima esta na
interacdo entre o sitio ativo e a molécula de substrato. Deste modo, tanto 0 GM quanto a
distribuicdo de GalAs demetilesterificadas sdo modificados por pectina metilesterases
(CAMERON et al., 2015).

Pectinas acetil esterases (PAE, EC 3.1.1.6), assim como as PME, sdo enzimas
que rompem ligacBes do tipo éster. As PAE catalisam a remoc¢édo de grupos acetil dos
residuos da pectina, produzindo &cido péctico e acetato (PEDROLLI, D. B. et al.,
2009). As PAE foram isoladas de véarios microorganismos e plantas e as analises
mostraram que a enzima possui ampla especificidade, tanto para o substrato HG quanto
para RG-l (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 hidrolise de ligagdes a-(1—4) do &cido péctico, de modo endo- ou
exo- por B- eliminagédo, gerando um produto com instauracdo entre as ligacdes 4 e 5 no

residuo glucuronosil, na extremidade ndo redutora (FIGURA 10). Esta reacdo
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pectinolitica de eliminagdo em B-clivagem envolve trés passos: (a) neutralizacdo do
grupo carboxilo adjacente a ligacdo glicosidica rompida, (b) captacdo do préton de C5,
e (c) transferéncia do proton ao oxigénio glicosidico(UENOJO & PASTORE, 2007;
SHARMA et. al. 2013).

OH
COOH COOH OH
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o O —HO OH
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PGL

Figura 10: Modo de agdo das pectato liases, mostrando a hidrolise de liga¢des a-1,4 do
acido péctico, por B- eliminagdo, gerando um produto com ligacdo 4,5-insaturada no
residuo glucuronosil na extremidade ndo redutora. Adaptado de GUMMADI et. al.,
2003.

Estas enzimas sdo produzidas, principalmente, por patégenos 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 herbivoros. O papel
da pectato liases € essencial para patdgenos de plantas, como Dickeya dadantii, que
utiliza um conjunto de PGLs como seu principal fator de viruléncia (HUGOUVIEUX
et. al., 2014).

As Pectato liases bacterianas também séo essenciais para a utilizacdo 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 herbivoros, que dependem da sua
microflora para a digestdo de pectina. Alguns agentes patogénicoscomo Yersinia

enterocolitica, produzem uma pequena quantidade de PGLs intracelulares, que podem
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facilitar o seu crescimento na presenca de bactérias altamente pectinoliticas, na

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

3.3.4- Pectina liases (PL)

Pectina liases hidrolisam a ligacdo glicosidica entre duas unidades GalA,
catalisando uma reacdo de B-eliminagdo, introduzindo assim uma ligacdo dupla na
extremidade ndo redutora GalA recém-formada (FIGURA 11). Ao contrario das PGLs,
as pectinas liases (CE 4.2.2.10) sdo especificas para substratos altamente metilados,
uma vez que sua atividade diminui quando a GM diminui (RALET et al., 2012). Estas
hidrolases sdo descritas, principalmente,em fungos como dos géneros Aspergillus,

Fusarium e Penicillium e também em algumas bactérias.

COOCHz COOCHz

OH
OH
0 —p +
¢ o N\
OH OH

COOCHz
COOCH:

PL
Figura 11: modo de acdo das pectina liases, mostrando a hidrélise de ligagdes a-1—4
do acido péctico, por B- eliminacdo, gerando um produto com ligagéo 4,5-insaturada no
residuo glucuronosil na extremidade ndo redutora. Adaptado de GUMMADI et. al.,
2003

Esta enzima desperta o interesse, principalmente da industria de sucos de frutas,
devido ao fato de que degrada a pectina, sem afetar o grupo éster, que é o responsavel
pelo aroma especifico do suco. Adicionalmente, a reacdo ndo conduz a formacéo de

metanol, que € um produto téxico (YADAV et al., 2009).
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3.4- Aplicacdes industriais das poligalacturonases

A producéo e purificacdo de enzimas industriais foi um importante pré- requisito
para aplicacOes biotecnoldgicas de sucesso. As poligalacturonases, principalmente de
fontes microbianas, tém sido utilizadas em varios processos industriais convencionais,
incluindo clarificagdo de sucos; degomagem e maceracdo de fibras vegetais;
fermentacgdo de ché e café; extracdo de 6leos e tratamento de aguas residuais industriais
(AMID et. al. , 2014; BUYUKKILECI et. al, 2014).

Estima-se que as pectinases microbianas sejam responsaveis por 25% das vendas
globais de enzimas aplicadas na industria de alimentos (RUIZ et al., 2012). Embora as
principais fontes de poligalacturonases acidas sejam fungos, alguns trabalhos
demonstraram que estas enzimas também sdo produzidas a partir de algumas bactérias
alcalifilicas (PATIL et. al. , 2006)

As poligalacturonases possuem aplicacfes tecnologicas, funcionais e bioldgicas
no processamento de alimentos, maturacdo do fruto e na interagdo planta-fungo,
respectivamente (MACIEL et al, 2013). Na industria de alimentos, as
poligalacturonases purificadas sdo utilizadas na maceracdo de alimentos destinados a
alimentacdo infantil, como suco de cenoura e flocos de batata instantaneo. A utilizacédo
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 sdo utilizadas no processamento de suco de frutas e vinho, aumentando o
rendimento e clarificacdo, promovendo a formacao de antioxidantes e producdo de suco
mais concentrado (PATIL et. al. 2010).

Além das aplicacBes biotecnoldgicas, conhecer as propriedades das
poligalacturonases € muito importante, pois sdo consideradas importantes fatores de
patogenicidade, produzidas durante a interacdo planta patogeno(D’OVIDIO et al.,
2004). Em outra linha de pesquisa, estudos sdo realizados na tentativa retardar o
amolecimento do fruto, provocado pela atividade das poligalacturonases na degradagéo

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

amadurecimento do fruto e aumento do tempo de prateleira.

Na industria de vinhos, as poligalacturonases sdo combinadas com B-glicanases
e hemicelulases, o que possibilita melhor maceracdo da casca da uva e aumento da
extracdo de pigmentos, facilita a clarificacdo e a filtracdo do mosto e aumenta a
qualidade e a estabilidade do vinho (UENOJO et. al., 2007).

Na industria de sucos, a degradacdo enzimatica da pectina é a chave para a
producdo de sucos de frutas claros e estaveis. A clarificacdo do suco é essencial antes de
sua comercializacdo, pois o suco natural bruto, obtido ap6s a prensagem mecanica do
fruto, é viscoso, turvo e pode apresentar coloracdo marrom escura. Sendo a pectina a
principal substancia responsavel por estas caracteristicas indesejaveis, sua degradacao é
o principal passo para obtencdo de um produto de melhor qualidade e com aspecto mais
atraente aos consumidores (DEY et al., 2014). Além da clarificacdo, as
poligalacturonases também sdo utilizadas para melhorar a extracdo do suco da fruta,
pois a hidrdlise 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
enzimatica, varias pesquisas tém concentrado esfor¢cos na producdo de enzimas

fangicas, principalmente devido a capacidade de atuar em valores de pH mais acidos.

SANDRI et al., (2013) avaliaram enzimas pécticas produzidas por uma cepa de
Aspergillus niger LB23 no tratamento de sucos, em comparagdo com as enzimas
comerciais Pectinex ®BE Color(PB) para o suco de mirtilo e Pectinex® Clear (PC) para
0 suco de macd. Apds o tratamento enzimatico, os sucos foram avaliados quanto a
viscosidade, turbidez, grau de clarificacéo, capacidade antioxidante e teor de compostos
fenolicos. Os resultados evidenciaram que as pectinases produzidas no laboratério
mostraram resultados, estatisticamente, semelhantes ou superiores aos obtidos com as

preparacdes enzimaticas 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

mamao e aumentou a transmissao 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 limdo em 7,7% e aumentou a transmissao 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 aplicacdo da Exo-PG de
Streptomyces erumpens em comparacdo com a enzima comercial (Pectinex, Novozyme,

Bagsvaerd, Dinamarca)

Na industria do café, as PGs s&o aplicadas na remocao da mucilagem presente
nos grdos. A camada de mucilagem € um tecido viscoso que recobre o grdo do café.
Este tecido € rico em substancias pécticas e deve ser removido durante o processamento
do grdo. Este processo também permite a diminuicdo da viscosidade, acidez e &cidos
organicos 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 gréos de café.

As poligalacturonases alcalinas tém sido utilizadas em conjunto com amilases,
lipases, celulases e hemicelulases para remover a goma presente no algodao, de um
modo seguro e atoxico, substituindo o uso da soda caustica, utilizada anteriormente para
este fim (JAYANI et. al., 2005). A técnica é chamada de “Bioscouring” e possibilita a
remoc¢do de impurezas indesejaveis ndo-celulésicas, como pectina, proteina, gorduras,
ceras, minerais, corantes naturais e compostos sollveis em agua que se encontram na
matriz de celulose da parede celular priméaria (KOHLI et. al 2015). PGs alcalinas foram
identificadas em varios micoorganismos, incluindo Bacillus sp. MG-cp-2 (KAPOOR,
MUKESH et al., 2000), Hylocereus polyrhizus (AMID et. al. , 2014) e Streptomyces
halstedii ATCC 10897 (RAMIREZ-TAPIAS et al., 2015), com valores de pH 6timos na
faixa de 8 a 12. Adicionalmente, estas hidrolases alcalinas também podem ser utilizadas
no tratamento de aguas residuais, provenientes de estacdes de tratamento de frutos
(GUPTA et al., 2008)

Outra aplicacdo biotecnologica das poligalacturonases € na extracdo de Oleos
vegetais. Neste procedimento, as enzimas sdo utilizadas para destruir as propriedades

emulsionantes da pectina, que interferem na coleta de Oleos. Este procedimento
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comegou a ser utilizado na preparacdo de azeite, onde a enzima é adicionada durante o
processo de moagem das azeitonas, e 0 processo de extragdo é utilizado posteriormente
(JAYANI et. al. 2005). Esta aplicacdo substitui a utilizacdo de solventes organicos,

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

3.5- Producdo de poligalacturonases a partir de residuos

agroindustriais

As producdes de metabolitos primarios por microorganismos, sdo 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 producdo de enzimas industriais esté relacionado ao cultivo ou
meio de fermentacdo do fungo (ANURADHA et al., 2014). Desta forma, uma das
alternativas para reduzir estes custos e aumentar a producdo de enzimas, é a utilizacéo

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

O farelo de trigo é um residuo bastante utilizado, por pesquisadores, na producao
de enzimas microbianas. Cerca de 15-20% (em peso) de farelo de trigo é descartado no
processo de producdo de farinha de trigo, por isso, é considerado um subproduto
sustentavel para a producdo de enzimas microbianas, aplicaveis industrialmente
(DEMIR et. al., 2014). Este residuo foi utilizado para producdo, bem sucedida,

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

As cascas citricas, que constituem 50% do peso do fruto fresco, é o principal
subproduto do processamento de citricos na industria de suco (BUYUKKILECI et. al,
2014). O bagaco de laranja é rico em substancias pécticas, sendo esta em torno de
50,4%, por isso é bastante utilizado como fonte de carbono indutor na producdo de
oligalacturonases (AHMED et. al. , 2013). Além disso, a presenca de uma quantidade
elevada de carboidratos sollveis e insollveis torna este substrato atraente para
bioprocessos (BUYUKKILECI et. al, 2014). Stroparo et. al. (2012) evidenciaram que 0
Penicillium verruculosum exibiu os maiores niveis de atividade PG, especialmente

quando cultivado em presenca de casca de laranja.
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Outra biomassa bastante utilizada é a casca e albedo de maracuja. Estudos
anteriores revelaram que o maracuja contém elevada quantidade de fibras sollveis em
agua e pectina. (LIEW et. al. , 2014). Souza et al. (2010) utilizaram casca de maracuja
puro como fonte de carbono para o cultivo de Aspergillus niger, para producdo de
poligalacturonases. O mesmo residuo foi misturado ao farelo de trigo para o cultivo,
com sucesso, de uma linhagem mutante 3T5B8 de Aspergillus niger (MENEZES et al.,
2006)

A utilizagdo de residuos provenientes das inddstrias de processamento de sucos
de frutas é uma excelente alternativa para reaproveitamento de biomassa e geracdo de
enzimas que poderdo ser aplicadas na prépria industria. Barman et al.( 2014) utilizaram
casca de banana para cultivar o fungo Aspergillus niger , visando a inducdo da producéo
de poligalacturonases, para clarificacdo do suco de banana. A mesma espécie, utilizada
em outros trabalhos, tambem foi capaz de produzir PG em casca de maracuja (MACIEL
et al., 2014), tomate (AJAY1 et. al. 2015), casca de laranja (MRUDULA et. al., 2011),
casca de limdo (RUIZ et al., 2012) e bagaco de magd (HANG et. al. 1994; BEROVIC
et. al., 1997)

3.6- Fungo Chrysoporthe cubensis

O Chrysoporthe cubensis é um fungo filamentoso pertencente a familia
Cryphonectriaceae (Diaporthales). Este fitopatdgeno é causador de uma grave doenca
em espeécies de Eucalyptus, o cancro (GRYZENHOUT et al., 2006).

O cancro de C. cubensis é uma doenca de ampla distribuicdo geografica e
importancia econdmica. Os sintomas tipicos ocorrem em plantios jovens e caracterizam-
se por lesdo margeada de calos, com a morte do cambio e de parte da circunferéncia do
tronco. Nos casos mais graves, pode resultar na morte da arvore. A doenca
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 producdo de vérias enzimas e tem se destacado na producdo de hidrolases como
celulases, hemicelulases, pectinases e lacases. Falkoski et al. (2013) mostraram que 0
fungo possui grande potencial para ser utilizado em processos de sacarificacdo de
biomassa. Neste trabalho, o extrato enzimético bruto do C. cubensis cultivado em farelo
de trigo como fonte de carbono, apresentou melhores resultados na sacarificacdo do
bagaco de cana, em compara¢do ao extrato enzimatico comercial Multifect®CL.
Adicionalmente, os autores observaram que a producao de enzimas celuloliticas pelo C.
cubensis foi superior aos obtidos em SSF por espécies celuloliticas conhecidas, tais
como Trichoderma spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp., que sdo geralmente
utilizados para a producdo industrial de celulases. Em trabalho realizado por Visser et
al. (2013), o extrato enzimatico do C. cubensis foi misturado ao extrato do fungo
Penicillium pinophilum (50:50) (v/v). O efeito sinérgico entre as enzimas foi eficiente
na hidrolise do bagaco 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 enzimatico do
C. cubensis e trés coquetéis comerciais na hidrélise de bagaco de cana pré tratado. Os
resultados evidenciaram, que o coquetel do C. cubensis promoveu maior liberacdo de
glicose e xilose, além de apresentar maiores atividades especificas 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 biotecnoldgicas destas

enzimas.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Reagentes

O éacido poligalacturdnico foi obtido da ICN Biomedica, a pectina de cascas
citricas da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA) e o0 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 execucdo deste trabalho apresentavam

procedéncia e grau de pureza analiticos.

4.2- Microrganismo

O fungo Chrysoporthe cubensis utilizado neste trabalho, pertence a colecao de
fungos do Laboratério de Patologia Florestal da Universidade Federal de Vicosa, Minas

Gerais, Brasil.

4.3- Manutencéo da cultura

O fungo, mantido em placas de &gar dextrose de batata (BDA), foi ativado em
novas placas também contendo BDA e incubado em cdmara de crescimento por 7 dias a
28°C. As placas foram mantidas a 4°C e este estoque foi repicado para geracdo de novas

placas e padronizacao do inéculo.

4.4- Preparo das fontes de carbono

As fontes de carbono testadas foram o farelo de trigo, casca e albedo de
maracuja e casca e bagaco de laranja, todos adquiridos no comércio local. Os residuos
de frutas, obtidos logo apds a extracdo do suco, foram lavados e depositadas em
bandejas e colocadas em estufa a 50 °C, durante 4 dias. Ap0s 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, distribuido pela

industria Granum ndo foi modificado.
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45- Meio de cultura, cultivo do micro-organismo e producao
enzimatica

Para a producdo da enzima, foi utilizada metodologia descrita Visser et al. (
2013). O indculo foi preparado a partir do cultivo do fungo sob fermentacdo submersa
em frascos de 250 mL, contendo 100 mL de meio com a seguinte composi¢éo, em g/L.:
Glicose 10.0; NH4NOs3, 1.0; KH2PO4, 1.0; MgSOs4, 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 rotatério por 5 dias, a 150 rpm e 28°C.
Ap0s este periodo, a cultura obtida foi inoculada em meio de cultura semi-solido.

A producdo enzimatica, via fermentacdo em estado solido (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,
NHsNOs3, 1.0; KH2POs, 1.5; MgSOQs, 0.5; CuSOs, 0.25 e extrato de levedura, 2. Além
disso, MnCl, (0.1 mg/L), H3BOs (0.075 mg/L), NaoMoOs (0.02 mg/L), FeCls (1.0
mg/L) e ZnSO4 (3.5 mg/L) foram adicionados ao meio, como elementos traco. As
biomassas utilizadas como fonte de carbono para inducdo da atividade de
poligalacturonase pelo fungo foram: residuos de maracuj, laranja e farelo de trigo. As
biomassas foram utilizadas separadamente ou em combinacao com o farelo de trigo, nas
proporcdes de 1:1, 3:1 e 1:9 (residuo: farelo de trigo).

Os frascos foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos e em cada frasco foram
adicionados 5 ml da cultura fungica, mencionada anteriormente. Os frascos foram
mantidos a 28°C em camara com temperatura controlada (B.O.D) e a extracdo
enzimatica foi realizada apds 7 dias de fermentacdo. As enzimas secretadas durante a
SSF foram extraidas com tampéo acetato de sddio, 50 mM, pH 5, a uma proporcao de
10:1 (tampéo : g de biomassa), sob agitacdo a 150 rpm por 60 minutos, a temperatura
ambiente. Os sélidos foram separados por filtragdo através de filtro de nylon, seguidos
por centrifugacdo a 15.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante, chamado de extrato
bruto, foi recolhido e estocado em freezer (-20°C) para andlises enzimaticas
subsequentes. A avaliacdo da melhor condicdo para inducéo da poligalacturonase de C.

cubensis foi realizada mediante ensaios enzimaticos padrdo, como indicado no 4.6.1.
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4.6- Ensaios enzimaticos

4.6.1- Poligalacturonase

A atividade da poligalacturonase foi ensaiada conforme Visser et.al. (2013).As
reacOes foram preparadas em microtubos de 2,0 mL, contendo a mistura reacional com
100 pL do extrato enzimatico e 400 puL de solugdo de acido poligalacturénico (0,25%
p/v), previamente dissolvido em tampé&o acetato de sodio pH 3,5, 100 mM. Essa mistura
foi incubada a 50°C durante 30 minutos em banho-maria. Apo6s a incubacdo, foram
adicionados 500 uL de solugdo de acido dinitrosalicilico (DNS) para paralisar a reacéo e
0 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 agua destilada. Os acucares redutores liberados foram
quantificados pelo método de Miller (1959), usando glicose como padrdo. Uma unidade
de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necesséaria para produzir

1 umol de acido galacturénico por minuto, nas condi¢des do ensaio.

4.7- Determinacdo da concentracgdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).
Esse método baseia-se no desenvolvimento da cor em fungdo da ligacdo da proteina
com o corante Coomassie Brilhant Blue G-250. A leitura foi realizada a 595 nm e a
absorbancia foi convertida em concentracdo de proteinas a partir da curva padrdo
construida com BSA.

4.8- Purificacédo da poligalacturonase

O extrato bruto foi filtrado em membrana de 0,45 pm e submetido a
cromatografia de troca i0nica, em sistema de FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography), em coluna DEAE-Sepharose, com dimensées 16 x 25 mm,

previamente equilibrada com tampdo acetato de sédio, 50 mM, pH 5,0. As proteinas
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foram eluidas com gradiente de cloreto de sddio 0 - 1 M no mesmo tampdo, com fluxo
de 4 mL/minuto. Fracdes de 2,5 mL foram coletadas e aquelas que apresentaram
atividade da poligalacturonase foram reunidas. Posteriormente, a amostra foi
concentrada por liofilizacéo e diluida em 5 mL do mesmo tampao.

A amostra concentrada, proveniente da troca ibnica foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular em FPLC em uma coluna Sephacryl S-200, com
dimensbes 26 x 600 mm, previamente equilibrada com tampéo acetato de sodio, 50
mM, pH 5,0. As proteinas foram eluidas com 0 mesmo tampédo com fluxo continuo de
ImL/min e foram coletadas fracbes de 3,5 mL. As fragfes com atividade de

poligalacturonase foram reunidas.

4.9- Determinacdo do grau de pureza da enzima

4.9.1- Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo SDS e p-
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-géis
foram preparados a partir de solugéo estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida
(bis) 30 % (p/v), tampdo Tris/HCI 1,5 M, pH 8.6, para o gel separador e tampdao
Tris/HCI 0,5 M, pH 6.8, para o gel empilhador, persulfato de aménio 10 % (p/v),
dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 % (p/v) e, N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino de
sodio (TEMED). As corridas eletroforéticas foram realizadas a temperatura ambiente, a
80 V, em placas do Sistema de gel Mini-PROTEAN da Bio-Rad. As amostras
submetidas a eletroforese foram, previamente, precipitadas com acido tricloroacético
(TCA) 50 % (p/v), lavadas com acetona gelada e adicionadas ao tamp&o de amostra
desnaturante, 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI, pH 6,8, 2,3 % p/v de SDS, 1 % v/v
de glicerol, 5 % v/v de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 5
minutos e aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970).

4.9.2- Coloracéo dos géis de eletroforese
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As proteinas presentes nos geis foram reveladas com nitrato de prata, conforme
procedimento descrito por Blum et al. (1987). Apés a corrida eletroforética, os geis
foram colocados em 50 mL de solucdo fixadora (metanol, acido acético glacial e agua,
na proporcdo de 50:12:38 em volume) por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10
minutos com solucdo de etanol 50 % (v/v). Os géis foram lavados, por 1 minuto, em
solucdo de tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v). Em seguida, os géis foram rapidamente
lavados com agua destilada e incubados, por 30 minutos, em solucéo de nitrato de prata
0,2 % (p/v), contendo 37 puL de formaldeido 37 % (v/v) e lavados 3 vezes, por 20
segundos, com agua destilada. Posteriormente, os géis foram tratados com a solugéo
reveladora (carbonato de sodio 4 %, contendo 2 mL de solucdo de tiossulfato de sddio
0,02 % e 50 puL de formaldeido 37 %), até a visualizagdo das bandas proteicas. A reagdo

foi interrompida pela adi¢do de 3 mL de &cido acético.

4.9.3- Determinacgdo da massa molecular

Para a determinacdo 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 proteinas
altamente purificadas, com suas massas moleculares pré-definidas. A massa molecular
da poligalacturonase foi estimada correlacionando-se, por meio de uma curva padrao, 0s
perfis de migracdo das proteinas padrdo (distancia percorrida no gel, em centimetros)

com o logaritmo das massas moleculares.

4.10- Caracterizacdo enzimatica

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 éacido poligalacturdnico 0,25% (w/v), utilizado como substrato, foi previamente

preparado nos diferentes tampdes 100 mM e seus respectivos valores de pH aferidos. Os
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sistemas tamponantes utilizados foram tampéo citrato de sddio para pH 2,5-3,5; acetato
de sddio para pH 4-5,5; tampéo fosfato de sodio para pH 6-8; tampdo borato de sédio
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 condigdes 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 pL do
extrato enziméatico foram misturados com 1800 pL de tampao 200 mM, na faixa de pH
de 2,6 a 8,5, e pré-incubados por um periodo e 1 h. Apds o periodo de pré-incubacéo, 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 calculo da meia vida da poligalacturonase de C.

cubensis

A amostra contendo a poligalacturonase purificada foi pré-incubada a 50 °C, em
tampao acetato de soédio 100 mM pH 3,5, por diferentes tempos. As atividades residuais
foram avaliadas no intervalo de 5 a 30 minutos. Ap6s cada tempo de pré-incubacéo,
uma aliquota de 100 puL de amostra foi retirada e entdo o ensaio enzimatico foi realizado
conforme o item 4.6.1.

Os valores de meia-vida da enzima foram calculados a partir do ajuste de uma
equacdo exponencial decadente, do tipo y=a.e®™, a partir dos dados obtidos no

experimento, utilizando o programa Sigma Plot.
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4.10.5- Determinacgédo do tempo de reacdo da poligalacturonase de C.
cubensis

Neste ensaio, as reagdes enzimaticas foram realizadas na mesma condicOes
descritas no item 4.6.1, entretanto as rea¢Oes foram avaliadas nos intervalos de 10 a 60

minutos.

4.10.6- Determinacdo dos parametros cinéticos da poligalacturonase de C.
cubensis

Para determinagdo dos valores de Km e Vmax para a poligalacturonase de
C.cubensis, o0s ensaios de atividade enzimatica foram realizados utilizando
concentragOes crescentes do substrato &cido poligalacturdnico. Os ensaios enzimaticos
foram conduzidos como descrito no item 4.6.1, porém, as concentracdes utilizadas
foram de 0,01% a 1% (w/v) para o acido poligalacturdnico .

Os valores de Km e Vmax para a enzima foram calculados pela curva de velocidade
em funcdo da concentragdo de substrato - Curva de Michaelis-Menten, pelo programa

Sigma Plot.

4.10.7- Determinacdo da especificidade do substrato

Ensaios enzimaticos foram realizados com diversos substratos com o objetivo de
determinar a especificidade da poligalacturonase purificada. Os substratos testados
foram o &cido poligalacturdnico e pectina de cascas citricas todos a 0,25% (p/v). Os

ensaios de atividades foram realizados conforme o item 4.6.1.

4.10.8- Efeito de ions, acucares e agentes redutores na atividade da
poligalacturonase de C. cubensis
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Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares na atividade da poligalacturonase,
foram avaliados na concentragéo final de 2 mM. Os compostos testados foram: iodeto
de potassio, nitrato de prata, cloreto de potassio, fluoreto de sddio, cloreto de potéssio,
nitrato de sodio, cloreto de manganés, sulfato de cobre, cloreto de mercdrio, sulfato de
magnésio, cloreto de calcio, sulfato ferroso, cloreto de cobalto, glicose, galactose,
lactose, sacarose, Xxilose, ureia, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e dodecil
sulfato de sddio (SDS). Apds adicdo de cada efetor, os ensaios da atividade da

poligalacturonase foram conduzidos conforme descricao no item 4.6.1.
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

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

cubensis

Para selecionar a melhor biomassa indutora da poligalacturonase (PG) pelo C.
cubensis, trés residuos foram avaliados no cultivo do fungo, sendo casca e bagaco de

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

Os ensaios apontam que os trés residuos testados isoladamente foram capazes de
induzir a producdo da poligalacturonase pelo fungo, nas condi¢es 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 residuo, em comparacdo com o cultivo em residuo de
maracuja e de laranja, que foram de 4,8 e 55 U/g de residuo, respectivamente
(FIGURA 12).
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Figura 12: Atividade de poligalacturonase apos cultivo do Chrysoporthe cubensis em
meio sélido contendo 12,5 g das fontes de carbono farelo de trigo, residuos de maracuja
e de laranja, isoladas ou combinadas em diferentes proporcdes. Farelo de trigo ™
Residuo de maracuja ™ : Residuo de laranja ™; Farelo de trigo: residuo de fruta (1:1) ;
Farelo de trigo: residuo de fruta(3:1) ™: Farelo de trigo: residuo de fruta (9:1) ™.
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Segundo Brijwani (2010) o farelo de trigo € uma excelente fonte de carbono,
principalmente devido sua estrutura rica em agucares solGveis (superior a 30%) e
proteinas (13-19%). A presenca de acUcares, prontamente metabolizaveis, propicia o
rapido crescimento dos microrganismos, com a concomitante producdo de enzimas, ja o
contetido proteico, favorece uma relagdo bem equilibrada C / N e esta caracteristica é
essencial na obtencdo de bio-produtos especificos, a partir de um sistema de SSF
(BRIJWANI et al., 2010; FALKOSKI et al., 2013). Seguindo este raciocinio, a baixa
producdo de enzimas nos residuos das frutas, provavelmente esta ligada a auséncia de
um ou mais nutrientes, sobretudo compostos sollveis 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
maracujé (FT + CM), nas proporg¢des de 1:1, 3:1 e 9:1, apresentaram atividades de 7,23,
20,03 e 20,45 U/g residuo; e 24,12, 41,49 e 34,41U/g de residuo, respectivamente,
(FIGURA 12).A maior atividade da poligalacturonase foi obtida a partir da cultura
fangica 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 inducdo da enzima nos cultivos subsequentes.

Esta combinacdo de residuos agroindustriais representa também uma forma
econdmica e ecoldgica para aumentar a producdo da poligalacturonase de C. cubensis.
No cultivo de Penicillium sp., Patil & Chaudhari (2010) relataram atividade 1,80 vezes
maior em bagaco de laranja, apos suplementacdo com farelo de trigo (1:1). Khan et. al.
(2012) trabalharam com Aspergillus niger e obtiveram atividade de PG 2,11 vezes
maior, na combinacdo entre farelo de trigo, cascas de limdo doce , casca de laranja e
casca de limdo (9:1:1:1), do que somente em farelo de trigo e casca de limao doce (9:1).
Utilizando Penicillium viridicatum, Silva et al. (2005) observaram que a juncdo 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 produgédo enzimatica aumentou 8,64
vezes em CM e FT (1:3) e 3,71 vezes em CL e FT ( 1:9), apds suplementacdo com

farelo de trigo.
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De acordo com Ahmed & Mostafa (2013) a eficiéncia na producdo da enzima
depende, principalmente, da composicdo quimica e estrutural da matéria-prima
(biomassa) e acessibilidade aos varios componentes presentes no meio. No cultivo de C.
cubensis, observa-se que a combinacao de FT + CM promoveu atividade de PG 2 vezes
maior do que a partir de FT + CL. Trabalho anteriores relatam que a casca de maracuja
é composta, principalmente, de agUcares, 6leos, fibras, pectina e polifendis (MACIEL et
al., 2014), ja a casca de laranja contéem acucares, fibras, pectina, proteinas e D-limoneno
(LI et al., 2015). Mesmo possuindo conteddo proteico inferior, o cultivo em maracuja
apresentou maior atividade da PG, possivelmente devido a suplementagédo com farelo de
trigo. Entretanto, o D-limoneno, presente no residuo de laranja, € uma substancia que
inibe o crescimento microbiano (CHOI et al., 2015) e isto pode ter interferido no
desenvolvimento do fungo e consequentemente na producéo enzimatica. Segundo Kiran
et al. (2014) o residuo de laranja, apés extracdo do D- limoneno, é uma excelente fonte
para 0 crescimento de microrganismos, gerando produtos de valor agregado, como

enzimas industriais, etanol, metano e proteinas celulares simples.

Contudo, o fungo Chrysoporthe cubensis apresentou bom desempenho na
producdo da poligalacturonase, e a utilizacdo de residuos agroindustriais no cultivo, é
um interessante meio para reduzir custos e agregar valor ao material organico, trazendo
beneficios, tanto para o meio ambiente quanto para inddstria. Adicionalmente, a
otimizacdo do processo é essencial para permitir a produgdo mais elevada e econdmica

de enzimas adequadas para uma aplicacdo em particular.

5.2- Purificacdo da poligalacturonase de C. cubensis

A poligalacturonase produzida pelo C. cubensis, a partir do cultivo em farelo de
trigo e casca de maracuja (3:1), foi purificada por uma combinacdo dos métodos

cromatograficos troca ionica e gel filtracéo.

O extrato enzimatico bruto foi filtrado, em membrana de 0,45 um, e aplicado em
coluna DEAE-Sepharose, onde foi detectado elevado pico com atividade da
poligalacturonase, antes da aplicacdo do gradiente salino (FIGURA 13). Das 130,1 U

35



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 especifica de 123,52

U/mg de proteina (TABELA 2).

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

e o Proteinas  Atividade At'V'd,a.de Fa_t(_)r d? Rendimento
Etapa de Purificacéo Totais (mg)  Total (U) Especifica  purificacéo (%)
(U/mg) )
Extrato Bruto 3,3 130,1 39,42 1 100
Troca Iénica
(DEAE-Sepharose) 0,847 104,62 123,52 3,13 80,41
Gel Filtragao 0,034 37,99 1117,45 28,34 29,2

(Sephacryl S-200)

Nesta etapa cromatografica, a analise de proteinas, por metodologia de

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

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

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

parte das proteinas contaminantes foi eliminada da fracdo PG ativa, sendo que, dos 3,3

mg de proteinas 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 presenca de algumas proteinas contaminantes,

juntamente com a enzima alvo.
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Figura 13: Perfil cromatogréafico obtido apos aplicacdo do extrato bruto filtrado em coluna
de troca idnica DEAE- Sepharose, previamente equilibrada com tampéo acetato de sédio,

pH 5, 50mM. Atividade poligalacturonase (e); Proteinas (e); Gradiente salino (—).

Resultados semelhantes foram encontrados por Al-Najada (2014) que, utilizando
coluna DEAE- Sepharose, realizou purificacdo parcial do extrato enzimatico de
Aspergillus awamori, obtendo PGase 1 e PGase 2, purificadas 5,9 e 3,8 vezes,

respectivamente.

As fracdes ativas (presentes nos tubos de 4 a 14), obtidas a partir da troca
ibnica, foram reunidas, concentradas por liofilizacdo e diluidas em 5 mL do tampéo
acetato de sodio, 50mM, pH 5 e submetido a cromatografia de exclusdao molecular. O
perfil de eluicdo apresentou um pico principal, com atividade da poligalacturonase, nas
fragOes de 48 a 52 (FIGURA 14).
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Figura 14: Perfil cromatografico obtido apo6s a aplicacdo da fracdo ativa concentrada,
proveniente da troca ionica, em coluna de gel filtragdo Sephacryl S-200. Atividade da

poligalacturonase (®); Proteinas (e).

A analise proteica evidenciou a presenca de varios picos eluidos ao longo das
fracdes, provavelmente devido a presenca de proteinas de tamanhos variaveis, com
diferentes tempos de retencdo. A atividade especifica 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 especifica de 276 U/mg, com fator de purificacdo igual a 13, para PG do
Trichoderma harzianum. Da mesma forma, Jacob et. al. (2008), conseguiram aumentar
a atividade especifica, da PG de Streptomyces lydicu, em 59,4 vezes, resultando em
504,8 U/mg.

O aumento da atividade especifica estd relacionado a perda de proteinas
indesejaveis, que podem interferir na atividade da enzima(UDENWOBELE et al.,
2014). Adicionalmente, a avaliacdo da atividade especifica € uma medida diretamente
relacionada a purificagdo obtida, o que indica que quanto maior atividade especifica,

maior é o fator de purificagdo. Desta forma, a partir dos procedimentos aplicados neste
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trabalho, a poligalacturonase de C. cubensis foi purificada 28,34 vezes, indicando que a
metodologia utilizada garantiu uma purificacéo 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 diélise, seguida por cromatografia em coluna Sp- Sepharose.
Kant et. al (2013) submeteram o extrato bruto do Aspergillus niger a uma precipitacdo
em etanol 60 %, seguido por gel filtracdo em coluna Sephacryl S-200, obtendo enzima
6,52 vezes purificada, com atividade especifica de 54,3 U/mg. Desta forma, varias
metodologias de purificacdo devem ser avaliadas sem que altere drasticamente a

atividade da enzima de interesse.

As amostras com atividade de PG, provenientes de cada etapa da purificacéo,
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, sob condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE). A figura 15 mostra que a cada etapa, proteinas
contaminantes foram eliminadas, e por isso 0 numero de bandas visualizadas no gel
diminuiu. Os resultados evidenciam gque mesmo ap6s a eliminacdo da maior fracdo
proteica contaminante, a cromatografia de troca iénica, sozinha, ndo foi suficiente para
isolar a poligalacturonase, como também pode ser visualizado na figura 15A. No
entanto, o aparecimento de uma Unica banda de proteina apds a ultima etapa
cromatografica (FIGURA 15B), comprova a homogeneidade da enzima e eficiéncia da
combinacdo dos métodos cromatograficos utilizados neste trabalho. A enzima
purificada foi utilizada para caracterizacdo bioguimica e cinética.
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Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢bes deshaturantes (SDS-
PAGE 12%). A)1- Marcador de peso molecular; 2- Extrato Bruto; 3- FracGes ativas
provenientes da cromatografia de troca ionica em coluna DEAE- Sepharose; B) 1-
Marcador de peso molecular ; 2- Fragdes ativas provenientes da gel filtracdo em coluna
Sephacryl S-200.

5.3- Determinacdo da massa molecular da poligalacturonase de C
cubensis

A massa molecular da poligalacturonase de C. cubensis foi determinada a partir
da curva padrédo obtida com a relagédo entre distancia percorrida e o logaritmo da massa
do marcador. A equagdo gerada pelo Programa Excel foi utilizada para calcular a massa
da proteina, como observado na figura 16.
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Figura 16: Determinagdo 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 (*)

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

poligalacturonase varia de acordo com a fonte produtora da enzima.

5.4- Caracterizacéo da poligalacturonase de C. cubensis

As propriedades cataliticas e a estabilidade de enzimas em diferentes condi¢des
fisico-quimicas sdo muito importantes para a sua comercializagdo. A caracterizacao
bioquimica das enzimas pode oferecer informacdes que podem ser utilizadas para ajudar
a melhorar a estabilidade e manutencéo da atividade catalitica da enzima, por um maior

periodo de tempo.
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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 acido

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

A atividade méaxima 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
dréstica reducdo na atividade da enzima, apresentando apenas 5% da atividade maxima
em pH 5,5 e total inativacdo na faixa de pH acima deste valor (FIGURA 17). Estes
resultados mostram que a PG de C cubensis € uma enzima &cida. Resultados similares
foram encontrados por Al-Rajhi  (2013), que constatou atividade maxima da
poligalacturonase de Rhizoctonia solani em pH 4,5, e a completa inativacdo em pH
acima de 6,5. Poondla et al. ( 2015) também descrevem atividade maxima em pH 4,5,
para PG de Saccharomyces cerevisiae, porém a completa inativacdo ocorre em pH 8.
EN-Sheng et. al (2013) observaram pH 6timo igual a 5 e completa inativacdo em pH 9,

para PG de Aspergillus tubingensis.
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Figura 17: Efeito do pH na atividade da poligalacturonase do C. cubensis.. Tampé&o
citrato de sodio 100mM (e); Tampao acetato de sodio 50 mM (0); Tampao fosfato de
sodio 50 mM (m); Tampao borato de s6dio SOmM (A)
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Outro parametro avaliado, foi o efeito do pH na estabilidade da poligalacturonase
purificada, realizada conforme item 4.10.3. Como observado na figura 18, ap6s 1h de
pré-incubacdo em diferentes valores de pH e retornando o ensaio ao pH 6timo da
enzima, esta manteve, com pequenas variagoes, cerca de 80 % de sua atividade em toda
faixa de pH avaliada. Estes dados indicam que esta PG foi capaz de se manter estavel
em uma ampla faixa de pH, revelando que as alteracdes causadas pelo pH sdo
reversiveis. 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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Figura 7: Atividade relativa da poligalacturonase ap0s incubacdo a 4°C em

diversos pH. Apds 1h de incubagdo (e).

Contudo, a poligalacturonase purificada de C. cubensis, apresenta carater acidico
assim como grande parte das poligalacturonases fungicas conhecidas (MEENA &
PAWAR, 2015). Esta caracteristica é bastante apreciada na industria de alimentos, para
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aplicacdo no processo de extragéo e clarificagdo de sucos de frutas (PATIL et al., 2012)
e producdo de vinho (AL-NAJADA, 2014).

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

A avaliacdo do efeito da temperatura na atividade da poligalacturonase de C.
cubensis foi realizada utilizando &cido poligalacturénico como substrato e reagdo

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

As analises mostraram que a atividade da poligalacturonase foi crescente, a
partir de 25°C, e alcancou méaxima atividade a 50°C. Entretanto, a 55°C a enzima
apresentou cerca de 88 % da sua atividade, apenas 22% a 60°C, e houve completa
inativacdo 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 maxima a 50°C para poligalacturonase de Penicillium frequentans, Fusarium
graminearum, e Pycnoporus sanguineus, respectivamente. Entretanto, Saad et al.
(2007) descreveram méaxima atividade a 35°C para PG do Mucor rouxii, enquanto
Zhou et al. (2015) evidenciaram maxima 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 esta relacionado ao aumento da energia cinética que, em virtude da
temperatura, proporcionou maior coliséo entre as moléculas de enzima e substrato, com
consequente formacdo de produto (KUSUMA & REDDY, 2014). No entanto, a partir
de 55°C esta energia cinética provavelmente atingiu um nivel que pode ter promovido a
alteracdo da conformagéo da enzima e sua consequente desnaturagdo. (REHMAN et al.,
2015). Desta forma, nas temperaturas acima de 55°C, a poligalacturonase de C.
cubensis possivelmente sofreu modificacdes em sua estrutura tridimensional, o que
pode ter dificultado sua interacdo com o substrato, e consequentemente a formacao de
produto.

5.4.3- Analise de termoestabilidade e meia vida da poligalacturonase

A termoestabilidade representa a capacidade da enzima resistir a desnaturacdo
térmica na auséncia de substrato. Desta forma, a poligalacturonase purificada de C.
cubensis, foi pré incubada a 50°C, e a estabilidade térmica foi analisada no periodo de
30 minutos , conforme 4.10.4.

A figura 20 representa 0 comportamento da enzima durante o periodo avaliado.
As analises demonstraram que a enzima possui pouca estabilidade térmica nesta
temperatura, sendo que apds 5 minutos, reteve 44 % da atividade inicial e 6% ap6s 20

minutos.
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Figura 20: Analise de termoestabilidade da poligalacturonase de C. cubensis.

Federici et al. (1985) caracterizaram uma poligalacturonase de Cryptoeoceus
albidus e observaram completa inativagao apds 10 min. de incubagdo 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 ap6s 5 minutos de pré
incubacdo a 60°C. No entanto, poligacturonases termoestaveis também sdo descritas na
literatura. Kapoor et al., (2000) mostraram gue a poligalacturonase de Bacillus sp. (MG-
cp-2) permaneceu ativa por mais de 12 h apds pré incubacdo a 50°C. Siddiqui et. al. (
2012), isolaram o fungo Rhizomucor pusillus de laranjas em decomposicdo e,
evidenciaram uma poligalacturonase que permaneceu estavel 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.
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Figura 21: Meia-vida estimada para poligalacturonase purificada de C. cubensis em
50°C.

Estudos anteriores, realizados por Damasio 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 |,
PG Il e PIII, de Aspergillus carbonarius, a 46°C.

A poligalacturonase de C. cubensis ndo apresentou estabilidade térmica
expressiva em sua temperatura 6tima. No entanto, quando os ensaios de estabilidade
foram realizados incubando a enzima com o substrato, a enzima se manteve ativa
durante 60 minutos de incubacdo a 50°C (FIGURA 22). Estes resultados indicam que o
complexo enzima-substrato pode ter sido mais estavel do que a enzima pura. Deste
modo, em processos industriais, em que a enzima sera utilizada junto ao substrato,

podera apresentar maior estabilidade térmica.
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Figura 22: Andlise da termoestabilidade da poligalacturonase de C. cubensis na

presenca do acido poligacturénico 0,25%.

Enzimas termofilicas tém sido alvo de numerosos estudos envolvendo,
principalmente estratégias para aumentar a estabilidade térmica (REHMAN et al.,
2015). Com este proposito, Tyagia & Gupta (1995) utilizaram imobilizacdo enzimatica,
com alginato e latex magnético, e aumentaram a estabilidade de uma PG de Aspergillus
Niger, de 10 minutos para 6 h a 50°C.

5.4.4- Determinacdo da especificidade pelos substratos acido
poligalacturdnico e pectina citrica

A especificidade da poligalacturonase (PG) purificada de C. cubensis foi
avaliada com os substratos pectina citrica e acido poligalacturénico (PGA) 0,25%, de

acordo com item 4.10.7 .

Conforme evidenciado na tabela 3, a maior taxa de hidrdlise foi observada em
acido poligalacturdnico, que é um substrato muito mais simples , em relagdo a pectina
citrica, um substrato complexo. A atividade relativa da PG com a pectina foi de apenas
7,93 %, comparada com o acido poligalacturdnico.
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Tabela 2- Especificidade da poligalacturonase de C. cubensis para 0s substratos na
concentracgéo final de 0,25% (p/v)

Substrato Atividade (U/mL) + DP Atividade Relativa (%0)
Acido Poligalacturdnico 1,25 + 0,017 100
Pectina Citrica 0,1+ 0,004 7,93

Estes resultados estdo de acordo com Devi et. al. (1996), que observaram
hidrolise preferencial do PGA, por trés poligalacturonases identificadas em Aspergillus
carbonarius, em relagcdo a pectina citrica e pectina de macad. Siddiqui et. al. (2012)
evidenciaram perda de 43% na atividade da PG de Rhizomucor pusillusem pectina

citrica, comparada a PGA.

Segundo Yuan et al. (2011), a complexa estrutura da pectina pode limitar o
encaixe do substrato no sitio ativo da enzima. Além disso, trabalhos anteriores
evidenciaram que a extensdo da hidrolise enzimatica pela PG diminui com o aumento
do grau de metilesterificacdo da pectina (DAMASIO et al., 2010; ESQUIVEL et. al.,
2004). No trabalho aqui apresentado, o grau de metilesterificacdo da pectina €
desconhecido, entretanto este € um fator que pode ter influenciado diretamente na taxa
de hidrolise. Ao mesmo tempo, as condi¢des- padrdo do ensaio foram ajustadas com o
PGA e podem ndo ter sido adequadas para que a enzima reagisse devidamente, com a

pectina.

5.4.5- Efeito de ions, acUcares e agentes redutores na atividade da
poligalacturonase de C. cubensis

Durante os processos industriais, a enzima tende a sofrer alteragdes ambientais e
é exposta a diferentes metabolitos. Portanto, a estabilidade da poligalacturonase de C.
cubensis foi avaliada na presenca de varios ions, agentes redutores e agucares, conforme

descrito no item 4.10.8. A concentracdo final do agente foi de 2mM e as atividade
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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 presenca do efetor, tomada como 100%.

Conforme indicado na figura 23, a enzima ndo sofreu perda significativa de
atividade na presenca de CaCl, e manteve acima de 94% da atividade. No entanto, a PG
na presenca dos efetores NaCl, NaNOs, KCI, uréia e EDTA, demonstrou perda
moderada na atividade, mantendo a atividade acima de 80%. A presenca dos ions K*,
Hg?*, Fe?*, Mg? e Co?* influenciaram negativamente na atividade enzimatica,
promovendo perda de 20,85%, 20,98%, 27,41%, 27,75% e 28,38%, respectivamente.
Entretanto, redugdo mais acentuada da atividade foi observada na presenga de Mn?*
Ag* e Cu?*, 36,78%, 57% e 66,74%, respectivamente. Dos aglcares testados, galactose
teve influencia negativa, diminuindo 37,82% da atividade da enzima e os demais
acucares influenciaram em perdas moderadas da atividade, de 17,73%, 20,37%, 21,48%

e 28,13%, respectivamente (FIGURA 23).
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Figura 23- Atividade Relativa da poligalacturonase de C. cubensis submetida aos

diferentes efetores, em concentragéo 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 presenca do quelante EDTA. Este fato sugere que a
atividade ndo depende da presenca de cations e por isso houve baixa inibicdo da
atividade. No entanto, 0s mesmos autores evidenciaram inibi¢do de 99,8% na atividade
da enzima, na presenca de Hg®*. O Hg?* é um bloqueador dos grupos tiol, que
participam do complexo substrato-enzima e sdo essenciais na atividade catalitica de
algumas enzimas (EN-SHENG et. al, 2013). Desta forma, a baixa diminuicdo na
atividade da PG de C. cubensis por Hg?*, sugere que a enzima ndo 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
Cu?*, entretanto, na presenca de Na*, K*, Mg?* e EDTA, néo houve qualquer efeito e a
enzima se manteve estavel (YUAN et al. 2011). Segundo Silva et al. (2007), Cu?* induz
a polimerizacéo da proteina através da formacdo de pontes His-Cu-His entre as cadeias
peptidicas adjacentes, e esta coordenacdo geométrica pode interferir na estrutura de
algumas proteinas. 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 desnaturagéo ocorre

devido a mudancas na estrutura terciaria e quaternaria da enzima.

Contudo, a poligalacturonase de C. cubensis apresentou inibigdes variadas e

parciais com todos os agentes testados.

5.4.6- Parametros cinéticos da enzima

A determinagdo dos parametros cinéticos, Km e Vmax, da PG purificada de C.
cubensis, foi realizada medindo a atividade da enzima em diferentes concentracOes de
acido poligalacturénico, em uma taxa variando de 0,01% a 1% (p/v). Conforme

indicado no item 4.10.6

Os dados obtidos foram plotados em gréafico ( [substrato] x atividade enzimatica)
e a equacdo gerada foi adequada a tipica equacéo de Michaelis-Mentem: (V=(Vmax . [S])
. (Km + [S])).
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Conforme indicado na tabela 5, os valores de Km e Vmax obtidos foram 0,766
mg. mL* e 1,88 pumol. mL* min?, respectivamente. Este valor de Ky 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
trabalno com PG de Bacillus licheniformis KIBGE-IB21, descreveram Kn de
1,017mg.mL"! para o acido poligalacturénico (PGA). Amid et. al. (2014) observaram

Kmde 2,7 mg.mL* para 0 PGA em reac¢do com a PG de Hylocereus polyrhizus.

Tabela 4-Valores de Km, Vimax € Vimax. Km™ obtidos para poligalacturonase purificada de

C. cubensis, determinados pela curva de Michaelis-Menten para o substrato PGA

Poligalacturonase

Substrato Km (mg.mL™?) Vmax (Wmol.mL. min't) Vmax.Km? (U.mg™?)

Acido poligalacturdnico 0,766 1,88 2,55

O valor de Km € 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 citrica
(0,55 mg.mL e 0,043 umol.min) e 4acido poligalacturonico (0,72mg.mL* e 0,038).
Além disso, os autores determinaram maior eficiéncia catalitica da enzima (Vm.Km™)
para acido poligalacturénico. Serrat et. al (2002) observaram Km, duas vezes maior,
para pectina altamente esterificada do que para o &cido poligalcturdnico, indicando

maior afinidade do PGA para a PG de Kluyveromyces marxianus.

A poligalacturonase de C. cubensis apresentou aumento na velocidade da reagdo
na concentracdo de 0,05% a 0,4% do substrato. A partir deste valor, a adicdo de
substrato ndo alterou a atividade da enzima. Isso pode ser devido a saturacdo dos sitios
ativos da enzima (KANT et. al. 2013).
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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 K esta em acordo com 0s
resultados observado neste trabalho, e os valores de Km para a PG com o PGA, descritos

da literatura, variam de 0,059 mg. mL"a 4,7 mg. mL.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a PG de C. cubensis é uma enzima
importante dentro do complexo hidrolitico secretado pelo fungo quando cultivado em
SSF, em meio contendo residuos agroindustriais. As propriedades bioquimicas e
cinéticas desta PG, especialmente sua maior atividade em pH &cido e alta afinidade pelo
acido poligalacturénico indicam potencial para aplicagdes biotecnoldgicas,
principalmente para clarificacdo de suco de frutas e na sacarificacdo de biomassa

vegetal proveniente do processo de pré-tratamento acido.
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6- CONCLUSOES

O fungo Chrysoporthe cubensis foi capaz de produzir poligalacturonase em
diferentes residuos agroindustriais de baixo custo. A combinacéo de farelo de trigo

e casca de maracuja (3:1) induziu a melhor a produgdo da enzima;

A poligalacturonase foi purificada, eficientemente, pela combinagdo dos metodos
de cromatografia de troca ionica, em coluna DEAE-Sepharose e gel filtracdo, em
coluna Sephacryl S-200. A enzima foi puficiada 28,34 vezes e atividade especifica
foi de 1117,45 U.mg?;

A anélise de eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE 12%), evidenciou massa
molecular de 40,74 kD;

A enzima apresentou caréater acidico, com pH 6timo igual a 3,5
A temperatura 6tima 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 acido poligalacturénico, em relacéo a pectina citrica;

A enzima apresentou menorperda de atividade na presenca dos ions Ca?*, Na* e K*

e dos efetores uréia, EDTA e sacarose;

As constantes cinéticas Km e Vmax foram 0,766 mg. mL e 1,88 umol. mL*
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/- PERSPECTIVAS

A enzima poligalacturonase de C.cubensis, identificada e purificada neste
trabalho, apresentou atividade 6tima em pH 3,5 e temperatura 50 °C. Estes fatores

sdo importantes para aplicacao industrial e biotecnoldgica.

Para aplicacdes na industria de alimentos, a enzima podera ser clonada e
super expressa em organismos que possuem status GRAS, considerados seguros do
ponto de vista bioldgico. Na industria de biocombustiveis esta enzima podera ser
utilizada na degradacdo de cascas citricas, para producdo de etanol de segunda
geracdo. Adicionalmente, nesta Ultima aplicacdo a clonagem e expressdo da enzima
em um organismo fermentador podera ser uma importante ferramenta aliada para

aplicacdo em escala industrial.

Além disso, estas aplicacdes biotecnoldgicas podem ser combinadas a
técnicas de imobilizacdo enziméatica em uma matriz adequada, visando aumento da

termoestabilidade e reutilizacdo da poligalacturonase de C. cubensis

55



8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFIAS

AL-NAJADA, A. R. Partial purification and physicochemical characterization of
polygalacturonase from Aspergillus awamori. Life Science Journal, v. 11, p. 253-259,
2014.

AL-RAJHI, A. M.H. Purification and Characterization of an Extracellular Poly-
Galacturonase from Rhizoctonia solani Kithn (AG2-2). World Applied Sciences Journal
, V. 21, p. 476-484, 2013.

AMID, M.; MANAP, Y.; ZOHDI, K.. Purification and characterisation of thermo-
alkaline pectinase enzyme from Hylocereus polyrhizus. Europe Food Research
Technology, v. 239, p. 21-29, 2014.

AMIN, F.; BHATTI, H. N.; BHATTI, I.A.; ASGHER, M.. Utilization of wheat bran for
enhaced production of exo- polygalacturonase by Penicillium notarum using response
surfasse methodology. Pakistan Journal of Agricultural Sciences, v. 50, p. 469-477,
2013.

ANURADHA, K; PADMA, P .; VENKATESHWAR, S; REDDY, G.. Selection of
nutrients for polygalacturonase production by Aspergillus awamori MTCC 9166 using
Plackett-Burman design. Indian Journal of Biotechnology , v. 13, p. 502-507, 2014.

BARMAN, S.; SIT, N.; BADWAIK, L.S.; DEKA, S. C. Pectinase production by
Aspergillus niger using banana (Musa balbisiana) peel as substrate and its effect on
clarification of banana juice. Journal of Food Science and Technology, 2014.

BEROVIC, M.; OSTROVERSNIK, H. Production of Aspergillus niger pectolytic

enzymes by solid state bioprocessing of apple pomace. Journal of Biotechnology, v. 53,
p. 47-53, fev. 1997.

56



BLANDINO, A.; IQBALSYAH, T.; PANDIELLA, S.; CANTERO, D.; WEBB, C.
Polygalacturonase production by Aspergillus awamori on wheat in solid-state

fermentation. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 58, p. 164-169, 2002.

BLUM, H.; BEIER, H.; GROSS, H. Improved silver staining of plant proteins, RNA
and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis, v. 8, p. 93-99, 1987.

BONNIN, E.; GARNIER, C.; RALET, M.C.. Pectin-modifying enzymes and pectin-
derived materials: applications and impacts. Applied microbiology and biotechnology,
v. 98, p. 519-32, 2014.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities for protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v.72, p.248-254, 1976.

BRIJWANI, K; OBEROI, H S; VADLANI, P V. Production of a cellulolytic enzyme
system in mixed-culture solid-state fermentation of soybean hulls supplemented with
wheat bran. Process Biochemistry, v. 45, p. 120-128, 2010

BUYUKKILECI, A.O.; LAHORE, M.F.; TARI, C.. Utilization of orange peel, a food
industrial waste, in the production of exo-polygalacturonase by pellet forming

Aspergillus sojae. Bioprocess and biosystems engineering, p. 749-760, 2014.

CAFFALL, K. H.; MOHNEN, D.. The structure, function, and biosynthesis of plant cell
wall pectic polysaccharides. Carbohydrate Research, v. 344, p. 1879-1900, 2009.

CAMERON, R.G.; KIM, Y.; GALANT, A. L.; LUZIO, G. A.; TZEN, J.T. C.. Pectin

homogalacturonans: Nanostructural characterization of methylesterified domains. Food
Hydrocolloids, v. 47, p. 184-190, 2015.

57



CHELLEGATTI, M. A. S. C.; FONSECA, M. J.V.; SAID, S. Purification and partial
characterization of exopolygalacturonase | from Penicillium frequentans.
Microbiological Research, v. 157, p. 19-24, 2002.

CHEN, E. M.W; MART, A . J. Nature of sites hydrolyzable by endopolygalacturonase
in partially-esterified homogalacturonans. Carbohydrate Polymers, v. 29, p. 129-136,.
1996.

CHOI, S. I; YOON, G. L.; SARMIR, K. K.; BOK, J. P; HYEUN-JONG, B. A low-
energy , cost-effective approach to fruit and citrus peel waste processing for bioethanol
production. Applied Energy, v. 140, p. 65-74, 2015.

CLAUSEN, C. A,; GREEN, F. Characterization of polygalacturonase from the brown-
rot fungus Postia placenta. Applied and Environmental Microbiology, v. 45, p. 750-754,
1996.

COSGROVE, D J. Growth of the plant cell wall. Nature Reviews Molecular Cell
Biology , v. 6, p. 850-861, 2005.

D'OVIDIO, R.; MATTEI, B.; ROBERTI, S.; BELLINCAMPI, D.. Polygalacturonases,
polygalacturonase-inhibiting proteins and pectic oligomers in plant-pathogen
interactions. Biochimica et biophysica acta, v. 1696, p. 237-44, 12 2004.

DAMASIO, AR. L. ; SILVA, T. M. ; MALLER, AL.; JORGE, J. A.; TERENZI, H.F;
TEIXEIRA, M.L.Purification and partial characterization of an Exo-polygalacturonase
from Paecilomyces variotii liquid cultures. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.
160, p. 1496-1507, 2010.

DEBING, JING; PEIJUN, LI; STAGNITTI, FRANK; XIANZHE, XIONG; LI, LING

Pectinase production by solid fermentation from Aspergillus niger by a new prescription

experiment. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 64, p. 244-250, 2006.

58



DEMIR, H.; TARI, C.. Valorization of wheat bran for the production of
polygalacturonase in SSF of Aspergillus sojae. Industrial Crops and Products, v. 54, p.
302-309, 2014.

DEVI, N A; RAO, A G A. Fractionation, purification, and preliminary characterization
of polygalacturonases produced by Aspergillus carbonarius. Enzyme and Microbial
Technology, v. 18, p. 59-65, 1996.

DEY, T.; ADAK, S.; BHATTACHARYA, P.; BANERJEE, R. Purification of
polygalacturonase from Aspergillus awamori Nakazawa MTCC 6652 and its application
in apple juice clarification. LWT - Food Science and Technology, v. 59, p. 591-595,
2014,

ESQUIVEL, J C C.; VOGET, C E. Purification and partial characterization of an acidic
polygalacturonase from Aspergillus kawachii. Journal of Biotechnology, v. 110, p. 21—
28, 2004.

FALKOSKI, D. L.; GUIMARAES, V. M.; ALMEIDA, M.N.; COUTO, A. A;
COLODETTE, J. L.; REZENDE, S. T. Bioresource Technology Chrysoporthe
cubensis: A new source of cellulases and hemicellulases to application in biomass

saccharification processes. Bioresource Technology, v. 130, p. 296-305, 2013.

FEDERICI, F. Production, purification and partial characterization of an endo-
polygalacturonase from Cryptococcus albidus var. albidus. Antonie van Leeuwenhoek,
v. 51, p. 139-150, 1985.

FREITAS, P M et al. Production and partial characterization of polygalacturonases
produced by thermophilic Monascus sp N8 and by thermotolerant Aspergillus sp N12
on solid-state fermentation. Brazilian Journal of Microbiology, v. 37, n. 3, p. 302-306,
2006.

59



GADRE, R.V; DRIESSCHE, G. V.; BEEUMEN, J. V.; BHAT, M. K. Purification ,
characterisation and mode of action of an endo-polygalacturonase from the
psychrophilic fungus Mucor flavus. Enzyme and microbial technology, v. 32, p. 321-
330, 2003.

GAYATHRI, T.; NAIR, A. S. Isolation, purification and characterisation of
polygalacturonase from ripened banana ( Musa acuminata cv. Kadali). International
Journal of Food Science & Technology, v. 49, p. 429-434, 2014.

GOGUS, N.; TAZE, B.H. ; DEMIR, H.; TARI, C.; UNLUTURK, S.; LAHORE, M.F..
Evaluation of orange peel, an industrial waste, for the production of Aspergillus sojae
polygalacturonase considering both morphology and rheology effects. Turkish Journal
of Biology, v. 38, p. 537-548, 2014.

GRYZENHOUT, M; TARIGAN, M; CLEGG, P A; WINGFIEL, M. J. Cryptometrion
aestuescens gen. sp. nov. (Cryphonectriaceae) pathogenic to Eucalyptus in Indonesia.
Australasian Plant Pathology, v. 39, p. 161-169, 2010.

GRYZENHOUT, M.; RODAS, C. A; PORTALES, J.M.; CLEGG, P.; WINGFIELD,
B.D; WINGFIELD, M. J Novel hosts of the Eucalyptus canker pathogen Chrysoporthe
cubensis and a new Chrysoporthe species from Colombia. Mycological research, v.
110, p. 833-45, 2006.

GULLON, B.; GOMEZ, B.; MARTINEZ-SABAJANES, M.; YANEZ, R.; PARAJO, J.
C.; ALONSO, J. L. Pectic oligosaccharides: Manufacture and functional properties.

Trends in Food Science and Technology, v. 30, p. 153-161, 2013.

GUMMADI, S. N.; PANDA, T. Purification and biochemical properties of microbial

pectinases—a review. Process Biochemistry, v. 38, p. 987-996, 2003.

60



GUO, C.T.; XUE, W.; CHEN, T.; DENG, W.; RAO, P. Purification and partial
characterization of an endo-polygalacturonase from Aspergiuus niger. Journal of Food
Biochemistry, v. 26, p. 253-265, 2002.

GUPTA, S.; KAPOOR, M.; SHARMA, K. K.; NAIR, L. M; KUHAD, R.C. Production
and recovery of an alkaline exo-polygalacturonase from Bacillus subtilis RCK under
solid-state fermentation using statistical approach. Bioresource technology, v. 99, p.
937-45, 2008.

HANG, Y.D.; WOODAMS, E.E. Production of Fungal Polygalacturonase from Apple
Pomace. LWT - Food Science and Technology, v. 27,p. 194-196, abr. 1994.

HELLIN, P.; RALET, M.C.;: BONNIN, E.; THIBAULT, J. F. Homogalacturonans from
lime pectins exhibit homogeneous charge density and molar mass distributions.
Carbohydrate Polymers, v. 60, p. 307-317, 2005.

HILZ, H.; WILLIAMS, P.; DOCO, T.; SCHOLS, H. A.; VORAGEN, A. G. J.The
pectic polysaccharide rhamnogalacturonan Il is present as a dimer in pectic populations
of bilberries and black currants in muro and in juice. Carbohydrate Polymers, v. 65, p.
521-528, 2006.

HUANG, L. -K.; MAHONEY, R. R. Purification and characterization of an endo-
polygalacturonase from Verticillium albo-atrum. Journal of Applied Microbiology, v.
86, p. 145-156, 1999.

HUGOUVIEUX-COTTE-PATTAT, N.; CONDEMINE, G.; SHEVCHIK, V. E.
Bacterial pectate lyases, structural and functional diversity. Environmental

Microbiology Reports, v. 6, p. 427-440, 2014.

ISHII, T.;, MATSUNAGA, T.. Pectic polysaccharide rhamnogalacturonan Il is
covalently linked to homogalacturonan. Phytochemistry, v. 57, n. 6, p. 969-974, 2001.

61



JACOB, N.; POORNA, C A.; PREMA, P. Purification and partial characterization of
polygalacturonase from Streptomyces lydicus. Bioresource Technology, v. 99, p. 6697—
6701, 2008.

JAYANI, R. S. ; SAXENA, S.; GUPTA, R.. Microbial pectinolytic enzymes: A review.
Process Biochemistry, v. 40, p. 2931-2944, 2005.

JAYANI, Ranveer Singh; SAXENA, Shivalika; GUPTA, Reena. Microbial pectinolytic
enzymes: A review. Process Biochemistry, v. 40, n. 9, p. 2931-2944, set. 2005b.

JOYE, D.D; LUZIO, G.A. Process for selective extraction of pectins from plant
material by differential pH. Carbohydrate Polymers, v. 43, n. 4, p. 337-342, dez. 2000.

KANT, S.; VOHRA, A. ; GUPTA, R. . Purification and physicochemical properties of
polygalacturonase from Aspergillus niger MTCC 3323. Protein Expression and
Purification, v. 87, p. 11-16, 2013.

KAPOOR, M.; KHALIL BEG, Q.; BHUSHAN, B.; DADHICH, K. S.; HOONDAL, G.
S. Production and partial purification and characterization of a thermo-alkali stable
polygalacturonase from Bacillus sp . MG-cp-2. v 36, p. 467473, 2000.

KAR, S.; RAY, R.C.. Purification, Characterization and Application of Thermostable
Exo-Polygalacturonase From Streptomyces Erumpens Mtcc 7317. Journal of Food
Biochemistry, v. 35, p. 133-147, 2011.

KASHYAP, D. R.; VOHRA, P. K.; CHOPRA, S.; TEWARI, R.. Applications of
pectinases in the commercial sector: A review. Bioresource Technology, v. 77, p. 215—

227, 2001.

KAUR, G.; KUMAR, S.; SATYANARAYANA, T.. Production , characterization and

application of a thermostable polygalacturonase of a thermophilic mould Sporotrichum

62



thermophile Apinis. Bioresource Technology, v. 94, p. 239-243, 2004.

KHAN, A.; SAHAY, S.; RAI, N.. Production and optimization of Pectinase enzyme
using Aspergillus niger strains in Solid State fermentation. Research in Biotechnology,
v. 3, p. 19-25, 2012.

KIRAN, U E; TRZCINSKI, A P.; NG, W J; LIU, Y Enzyme Production from Food
Wastes Using a Biorefinery Concept. Waste and Biomass Valorization, v. 5, n. 6, p.
903-917, 2014.

KOHLLI, P.; GUPTA, R.. Alkaline pectinases: A review. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, v. 4, p. 279-285, jul. 2015.

KUSUMA, M.P.; BHARGAVI, M.Vijaya. Studies on production , purification and
molecular characterisation of polygalacturonase from Bacillus subtilis. European
Journal of Biotechnology and Bioscience, v. 1, p. 1-6, 2014.

KUSUMA, M.P.; REDDY, D. S.R. Purification and characterization of
polygalacturonase using isolated Bacillus subtilis C4. Research Journal of
Microbiology, v. 9, p. 95-103, 2014.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of strcutural proteins during the assembly of head of
bacteriophage. Nature, v. 227, p. 680-683, 1970.

LANG, C; DORNENBURG, H. Perspectives in the biological function and the

technological application of polygalacturonases. Applied microbiology and
biotechnology, v. 53, p. 366-375, 2000.

63



LE GOFF, A; RENARD, C.M.G.C; BONNIN, E; THIBAULT, J.-F Extraction,
purification and chemical characterisation of xylogalacturonans from pea hulls.
Carbohydrate Polymers, v. 45, n. 4, p. 325-334, ago. 2001.

LEROUX, J.; LANGENDORFF, V.; SCHICK, G.; VAISHNAV, V.; MAZOYER, J.
Emulsion stabilizing properties of pectin. Food Hydrocolloids, v. 17, p. 455-462, 2003.

LI, P.; XIA, JI.; SHAN, Y.; NIE, Z; SU, D.; GAO, Q.; ZHANG, C.; MA, Y.
Optimizing Production of Pectinase from Orange Peel by Penicillium oxalicum PJO2
Using Response Surface Methodology. Waste and Biomass Valorization, v. 6, p. 13-22,
2015.

LIEW, S. Q.; CHIN, N. L.; YUSOF, Y. A.. Extraction and Characterization of Pectin
from Passion Fruit Peels. Agriculture and Agricultural Science Procedia, v. 2, p. 231—
236, 2014.

MACIEL, M H C; HERCULANO, P N; FERNANDES, M J S; PORTO, T S; LIMA, J
S; MAGALHES, O C; SILVA, LR C; PORTO, AL F, MOREIRA, K A; MOTTA, C
M S . Pectinolytic complex production by Aspergillus niger URM 4645 using yellow
passion fruit peels in solid state fermentation. African Journal of Biotechnology, v. 13,
p. 3313-3322, 2014.

MACIEL, M.; OTTONI, C.; SANTOS, C.; LIMA, N.; MOREIRA, K.; SOUZA;
MOTTA, C. Production of polygalacturonases by Aspergillus section Nigri strains in a
fixed bed reactor. Molecules, v. 18, p. 1660-1671, 2013.

MAITAN-ALFENAS, G. PL; VISSER, E.M.; ALFENAS, R.F.; NOGUEIRA, B.R. G,
CAMPOS, G. G. ; MILAGRES, A. F.; VRIES, R.P. ; GUIMARAES, V. M.The
influence of pretreatment methods on saccharification of sugarcane bagasse by na
enzyme extract from Chrysoporthe cubensis and commercial cocktails: A comparative

study. Bioresource technology, v. 192, p. 670-6, 2015.

64



MARTINEZ-TRUJILLO, A.; ARREGUIN-RANGEL, L.; GARCIA-RIVERO, M,
AGUILAR-OSORIO, G.. Use of fruit residues for pectinase production by Aspergillus
flavipes FP-500 and Aspergillus terreus FP-370. Letters in Applied Microbiology, v. 53,
p. 202209, 2011.

MARTINS, E. S.; LEITE, R. S.R;; SILVA, R.; GOMES, E. .Production and
characterization of polygalacturonase from thermophilic Thermoascus aurantiacus on

submerged fermentation. Annals of Microbiology, v. 62, n. 3, p. 1199-1205, 2011. .

MARTOS, M. A. BUTIUK, ANA PAULA; ROJAS, N. L.; ALBERTO, R..Purification
and Characterization of a Polygalacturonase Produced by Wickerhamomyces anomalus.
Brazilian Archives Of Biology And Technology, v. 57, p. 587-594, 2014.

MASCARQO, L. J.; KINDEL, P. K. Characterization of apiogalacturonans synthesized in
a cell-free system from Lemna minor. Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 183,
p. 139-148, 1977.

MATA-GOMEZ, M.; HEERD, D.; OYANGUREN-GARCIA, I.; ARBERO, F.;RITO-
PALOMARES, M.; FERNANDEZ-LAHORE, M. A novel pectin-degrading enzyme
complex from Aspergillus sojaeATCC 20235 mutants. Journal of the Science of Food
and Agriculture,v 95, p. 1554-1561, 2014.

MEENA, K. K.; PAWAR, V. N. Pilot scale production and characterization of
pectinase enzyme from Aspergillus niger. International Journal Processing and Past
Harvest Technology, v. 6, p. 14-18, 2015.

MENEZES, G. D. G.; OLIVEIRA, A. C. P; DAMASO, M. C. T.; OLIVEIRA, M. A. C.
L.; COURI, S. Producéo de poligalacturonase pela linhagem Aspergillus niger mutante
3t5b8 em fermentagdo semi- solida utilizando como substrato residuo de maracuja e
farelo de trigo. Revista Universidade Rural, v. 25, p. 15-27, 2006.

65



MICHAELIS, L: MENTEN, M. L. Die Kinetik der Invertinwirkung. Biochemische
Zeitschrift. v. 49, p. 333-369, 1913.

MILLER, L. G.. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing
Sugar. Analytical Chemistry, v. 31, p. 426428, 1959.

MOHAMED, S.A.; FARID, N. M.; HOSSINY, E. N.; BASSUINY, R. I. Biochemical
characterization of an extracellular polygalacturonase from Trichoderma harzianum.
Journal of Biotechnology, v. 127, p. 5464, 2006.

MOHAMED, S.A. ; CHRISTENSEN, T. M. I. E.;; MIKKELSEN, D.. New
polygalacturonases from Trichoderma reesei : characterization and their specificities to
partially methylated and acetylated pectins. Carbohydrate Research, v. 338, p. 515-
524, 20083.

MRUDULA, S; ANITHARAJ, R. Pectinase production in solid state fermentation by
Aspergillus niger using orange peel as substrate. Global Journal of Biotechnology &
Biochemistry. v 6, p. 64-71, 2011

NAGAI, M.; KATSURAGI, T.; TERASHITA, T.; YOSHIKAWA, K.; SAKAI, T.
Purification and characterization of an endo- polygalacturonase from Aspergillus
awamori. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry. v 64, p. 1729-1732 , 2000

NITURE, S.K.. Comparative biochemical and structural and characterization of fungal
polygalacturonases. Biologia, v. 63, n 1, p. 1-19, 2008.

ORFILA, C.; DEGAN, F. D.; JORGENSEN, B.; SCHELLER, H.V.; RAY, P. M,
ULVSKOV, P. Expression of mung bean pectin acetyl esterase in potato tubers: Effect
on acetylation of cell wall polymers and tuber mechanical properties. Planta, v. 236, p.
185-196, 2012.

66



ORTEGA, L.M.; KIKOT, G.E.; ROJAS, N.L.; LOPEZ, L. M. I.; ASTORECA, A.
L.;ALCONADA, T. M. Production, characterization, and identification using proteomic
tools of a polygalacturonase from Fusarium graminearum. Journal of Basic
Microbiology, v. 54, p. S170-S177, 2014.

OVvODOQV, Yu. S.; MIKHEYSKAYA, L. V.; OVODOVA, R. G.; KRASIKOVA, I. N.
The pectic substances of Zosteraceae Part V. Smith degradation of zosterine.
Carbohydrate Research, v. 18, p. 319-322, 1971.

PAN, X.; LI, K.; MA, R.; SHI, P.; HUANG, H.; YANG, P.; MENG, K.;YAO, B.
Biochemical characterization of three distinct polygalacturonases from Neosartorya
fischeri P1. Food Chemistry, v. 188, p. 569-575, 2015.

PATIL, N P; CHAUDHARI, B L. Production and purification of pectinase by soil
isolate Penicillium sp and search for better agro-residue for its SSF. Recent Research in
Science and Technology, v. 2, p. 36-42, 2010.

PATIL, N. P; PATIL, K. P; CHAUDHARI, B. L.; CHINCHOLKAR, S. B. Production,
Purification of Exo-Polygalacturonase from Soil Isolate Paecilomyces variotii NFCCI
1769 and Its Application. Indian journal of Microbiology, v. 52, p. 240-6, 2012..

PATIL, S. R; DAYANAND, A.. Production of pectinase from deseeded sunXower head
by Aspergillus niger in submerged and solid-state conditions. Bioresource Technology.
v. 97, p. 2054-2058, 2006.

PATOVA, O. A,; GOLOVCHENKQO, V. V.; OVODOV, Y.. S.. Pectic polysaccharides:

structure and properties. Russian Chemical Bulletin, International Edition, v. 63, n. 9, p.
1901-1924, 2014.

67



PEDROLLI, D. B.; MONTEIRO, A. C.; GOMES, E.; CARMONA, E.C. Pectin and
Pectinases: Production, Characterization and Industrial Application of Microbial

Pectinolytic Enzymes. The Open Biotechnology Journal, v. 3, p. 9-18, 20009.

PEDROLLI, D. B.; GOMES, E.; MONTI, R; CARMONA, E. C. Studies on
productivity and characterization of polygalacturonase from Aspergillus giganteus
submerged culture using citrus pectin and orange waste. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 144, p. 191-200, 2008.

PELLERIN, P.; DOCO, T.; VIDAL, S.; WILLIAMS, P.; BRILLOUET, J. M,;
O'NEILL, M.A. Structural characterization of red wine rhamnogalacturonan II.
Carbohydrate Research, v. 290, p. 183-197, 1996.

PEREZ, S.; MAZEAU, K.; HERVE, D.; PENHOAT, C.. The three-dimensional
structures of the pectic polysaccharides. Plant Physiology and Biochemistry, v. 38, p.
37-55, 2000.

POONDLA, V.; BANDIKARI, R.; SUBRAMANYAM, R.; OBULAM, V.S. Low
temperature active pectinases production by Saccharomyces cerevisiae isolate and their

characterization. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 4, p. 70-76, 2015.

POSE, S.; KIRBY, A.R.; MERCADO, J. A;; MORRIS, V. J.; QUESADA, M. A.
Structural characterization of cell wall pectin fractions in ripe strawberry fruits using
AFM. Carbohydrate Polymers, v. 88, p. 882-890, 2012.

QUIROGA, E.N; SGARIGLIA, M. A; MOLINA, C. F.; SAMPIETRO, D. A;
SOBERON, J.” R.; VATTUONE, M. A. Purification and characterization of an exo -
polygalacturonase from Pycnoporus sanguineus. Mycological Research, v. 113, p.
1404-1410, 20009.

68



RALET, M.C.; WILLIAMS, M. A K; TANHATAN-NASSERI, A.; ROPARTZ, D.;
QUEMENER, B.; BONNIN, E. Innovative enzymatic approach to resolve
homogalacturonans based on their methylesterification pattern. Biomacromolecules, v.
13, p. 1615-1624, 2012.

RALET, M. ; LEROUGE, P. ; QUEMENER, B. . Mass spectrometry for pectin
structure analysis. Carbohydrate research, v. 344, p. 1798-807, 2009.

RAMIREZ-TAPIAS, Yuly a. et al. Alkaline and thermostable polygalacturonase from
Streptomyces halstedii ATCC 10897 with applications in waste waters. Biocatalysis and

Agricultural Biotechnology, v. 4, n. 2, p. 1-8, 2015.

REHMAN, H.UR; AMAN, A.; NAWAZ, M. A.; QADER, S. A. U. Characterization of
pectin degrading polygalacturonase produced by Bacillus licheniformis KIBGE-1B21.
Food Hydrocolloids, v. 43, p. 819-824, 2015.

RIDLEY, B. L; O’NEILL, M. A; MOHNEN, D.. Pectins: structure, biosynthesis, and
oligogalacturonide-related signaling. Phytochemistry, v. 57, p. 929-967, 2001.

RODAS, C. A,; GRYZENHOUT, M., MYBURG, H.; WINGFIELD, B. D;
WINGFIELD, M. J.. Discovery of the Eucalyptus canker pathogen Chrysoporthe
cubensis on native Miconia (Melastomataceae) in Colombia. Plant Pathology, v. 54, n.
4, p. 460-470, 2005.

RUIZ, H. A.; RODRIGUEZ-JASSO, R. M.; RODRIGUEZ, R.; CONTRERAS;
ESQUIVEL, J. C.; AGUILAR, C. N.. Pectinase production from lemon peel pomace as
support and carbon source in solid-state fermentation column-tray bioreactor.

Biochemical Engineering Journal, v. 65, p. 90-95, 2012.

69



SAAD, N; BRIAND, M; GARDARIN, C; BRIAND, Y; MICHAUD, P. Production ,
purification and characterization of an endopolygalacturonase from Mucor rouxii NRRL
1894. Enzyme and Microbial Technology, v. 41, p. 800-805, 2007.

SANDRI, I. G. ; MENEGOTO, C. ; LORENZONI, T. ; FONTANA, R. C.; MOURA,
M. Use of pectinases produced by a new strain of Aspergillus niger for the enzymatic
treatment of apple and blueberry juice. LWT - Food Science and Technology, v. 51, p.
469-475, 2013.

SEIXAS, F. L.; FUKUDA, D.L.; TURBIANI, F. R B; GARCIA, P. S.;PETKOWICZ,
C. L O; AGADEVAN, S.; GIMENES, M. L. Extraction of pectin from passion fruit
peel (Passiflora edulis f.flavicarpa) by microwave-induced heating. Food
Hydrocolloids, v. 38, p. 189-192, 2014.

SERRAT, M.; BERMUDEZ, R. C.;: VILLA, T. G.. Production, purification, and
characterization of a polygalacturonase from a new strain of Kluyveromyces marxianus
isolated from coffee wet-processing wastewater. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 97, p. 193-208, 2002.

SHARMA, N.; RATHORE, M.; SHARMA, M.. Microbial pectinase: sources,
characterization and applications. Reviews in Environmental Science and
Bio/Technology, v. 12, p. 45-60, 2013.

SHEEHY, R E; KRAMER, M; HIATT, W. R. Reduction of polygalacturonase activity
in tomato fruit by antisense RNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 85, p. 8805-8809, 1988.

SIDDIQUI, M. A. PANDE, V. ; ARIF, M.. Production, Purification, and

characterization of polygalacturonase from Rhizomucor pusillus isolated from

decomposting orange Peels. Enzyme Research, v. 2012, p. 1- 8, 2012.

70



SILVA, D; MARTINS, E S; SILVA, R; GOMES, E Pectinase production by
Penicillium viridicatum rfc3 by solid state fermentation using agricultural wastes and

agro-industrial by-products. Brazilian Journal of Microbiology. v.33, p. 318-324, 2002.

SILVA, D; TOKUIOSHI, K; MARTINS, E DA S; SILVA, R D; GOMES, E.
Production of pectinase by solid-state fermentation with Penicillium viridicatum RFC3.
Process Biochemistry, v. 40, p. 2885-2889, 2005.

SILVA, D.; MARTINS, E. S.; LEITE, R. SR; SILVA, R.; FERREIRA, V.; GOMES, E.
Purification and characterization of an exo-polygalacturonase produced by Penicillium
viridicatum RFC3 in solid-state fermentation. Process Biochemistry, v. 42, p. 1237—
1243, 2007.

SMITH, L. G.. Plant cell division: building walls in the right places. Nature Reviews -
Molecular Cell Biology, v. 2, p. 3-9, 2001.

SOUZA, R. L. A;; OLIVEIRA, L. S. C.; SILVA, F. L. H. DA; AMORIM, B. C..
Caracterizacdo da poligalacturonase produzida por fermentacdo semi-solida utilizando-
se residuo do maracujd como substrato. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental, v. 14, p. 987-992, 2010.

STROPARO, E. C.; BEITEL, S.M. . Selecdo de fungos filamentosos e de residuos
agroindustriais para a producdo de enzimas de interesse biotecnolégico . Semina:
Ciéncias Agrarias, v. 33, p. 2267-2278, 2012.

TAIl, E. ; HSIEH, P. ; SHEU, S. C.. Effect of polygalacturonase and feruloyl esterase

from Aspergillus tubingensis on demucilage and quality of coffee beans. Process
Biochemistry, v. 49, p. 1274-1280, 2014.

71



TAI, E.; HSIEH, P. ; SHEU, S. . Purification and Characterization of Polygalacturonase
from Screened Aspergillus tubingensis for Coffee Processing. Food Science and
Technology Research. v. 19, n. 5, p. 813-818, 2013.

THAKUR, A.; PAHWA, R.; SINGH, S.; GUPTA, R. Production, Purification, and
Characterization of Polygalacturonase from Mucor circinelloides ITCC 6025. Enzyme
Research, v. 2010, p. 1-7, 2010.

THAKUR, B.R; SINGH, R. K; HANDA, A. K; RAO, M A Chemistry and Uses of
Pectin -A Review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 37, p. 47-73,
1997.

TU, T.; MENG, K.; BAI, Y.; SHI, P.; LUO, H.; WANG, Y.; YANG, P.; ZHANG, Y ;
ZHANG, W.; YAO, B.High-yield production of a low-temperature-active
polygalacturonase for papaya juice clarification. Food Chemistry, v. 141, n. 3, p. 2974—
2981, 2013.

UDENWOBELE, D.l.; NSUDE1, C. A.; EZUGWU1, A. L.; EZE1l, S.0. O,
ANYAWU, C.; UZOEGWU, P. N. ;CHILAKA, F. C. Extraction, partial purification
and characterization of pectinases isolated from Aspergillus species cultured on mango

(Mangifera indica) peels. African Journal of Biotechnology, v. 13, p. 2445-2454, 2014.

UENOJO, M.; PASTORE, G. M.. Pectinases: Aplicagdes industriais e perspectivas.
Quimica Nova, v. 30, p. 388-394, 2007.

VIDAL, S.; DOCO, T.; WILLIAMS, P.; PELLERIN, P.; YORK, W.S.; O'NEILL, M.
A.; GLUSHKA, J.; DARVILL, A. G.; ALBERSHEIM, P. Structural characterization of
the pectic polysaccharide rhamnogalacturonan I1: Evidence for the backbone location of
the aceric acid-containing oligoglycosyl side chain. Carbohydrate Research, v. 326, p.
277-294, 2000.

72



VISSER, E.M.; FALKOSKI, D.L.; DE ALMEIDA, M. NI.; MAITAN-ALFENAS, G.
P.; GUIMARAES, V. M. Production and application of an enzyme blend from
Chrysoporthe cubensis and Penicillium pinophilum with potential for hydrolysis of

sugarcane bagasse. Bioresource Technology, v. 144, p. 587-594, 2013.

WILLATS, W. G. T; MCCARTNEY, L.; MACKIE, W.; KNOX, J. P. Pectin: Cell
biology and prospects for functional analysis. Plant Molecular Biology, v. 47, p. 9-27,
2001.

WILLATS, W.G T; KNOX, J. P.; MIKKELSEN, J. D.. Pectin: New insights into an old
polymer are starting to gel. Trends in Food Science and Technology, v. 17,p. 97-104,
2006.

WILLIAMS, M N; FRESHOUR, G; DARVILL, A G; ALBERSHEIM, P; HAHN, M
G. An antibody Fab selected from a recombinant phage display library detects
deesterified pectic polysaccharide rhamnogalacturonan Il in plant cells. The Plant cell,
v. 8,p. 673-685, 1996.

YADAYV, S.; YADAV, P. K.; YADAV, D.; YADAV, K. D. S.. Pectin lyase: A review.
Process Biochemistry, v. 44, p. 1-10, 2009.

YANG, J.; LUO, H.; LI, J.; WANG, K.; CHENG, H.; BAI, Y.; YUAN, T.; FAN, Y,
YAO, B. Cloning , expression and characterization of an acidic endo-polygalacturonase
from Bispora sp . MEY-1 and its potential application in juice clarification. Process
Biochemistry, v. 46, p. 272-277, 2011.

YAPO, B. M. Lemon juice improves the extractability and quality characteristics of
pectin from yellow passion fruit by-product as compared with commercial citric acid
extractant. Bioresource Technology, v. 100, p. 3147-3151, 2009.

73



YAPO, B. M.; LEROUGE, P.; THIBAULT, J. F.; RALET, M. C. Pectins from citrus
peel cell walls contain homogalacturonans homogenous with respect to molar mass,
rhamnogalacturonan | and rhamnogalacturonan Il. Carbohydrate Polymers, v. 69, p.
426-435, 2007.

YAPO, B.M.; KOFFI, K. L.. Yellow passion fruit rind--a potential source of low-
methoxyl pectin. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 54, p. 2738-2744,
2006.

YUAN, P.; MENG, K.; HUANG, H.; SHI, P.; LUO, H.; YANG, P.; YAO, B. A novel
acidic and low-temperature-active endo-polygalacturonase from Penicillium sp.
CGMCC 1669 with potential for application in apple juice clarification. Food
Chemistry, v. 129, p. 1369-1375, 2011.

YUAN, P.; MENG, K.; WANG, Y.; LUO, H.; SHI, P.; HUANG, H.; BAI, Y.; YANG,
P.; YAO, B. A protease-resistant exo-polygalacturonase from Klebsiella sp. Y1 with
good activity and stability over a wide pH range in the digestive tract. Bioresource
Technology, v. 123, p. 171-176, 2012.

ZHOU, H.; LI, X; GUO, M.; XU, Q.; CAQO, Y.; QIAO, D.; CAO, Y.; XU, H.Secretory
Expression and Characterization of an Acidic Endo-Polygalacturonase from Aspergillus
niger SC323 in Saccharomyces cerevisiae. Journal of Microbiology and Biotechnology,
v. 25, p. 999-1006, 2015.

74



