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Resumo

As enzimas pectinoliticas ou pectinases formam um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam as
substancias pécticas, estas sdo usadas na extracdo de sucos de frutas e sua clarificacdo, tratamento de fibra
téxtil e extracdo de Oleo vegetal. O presente trabalho objetivou produzir, purificar parcialmente e caracterizar
pectinases secretadas pelo fungo Aspergillus japonicus, o qual foi crescido em farelo de trigo como Unica fonte
de carbono, por 24 horas a 30°C sob agitacdo constante (110 rpm). Colunas de troca ibnica (DEAE-celulose) e
filtracdo em gel (Sephacryl S-200) purificaram parcialmente em 6 vezes uma pectinase com recuperacao de 40%,
a qual foi analisada em gel de eletroforese (SDS-PAGE). A enzima purificada apresentou peso molecular de 34
kDa. A temperatura ideal para a pectinase foi 55°C e em termos de termoestabilidade, apds 10 minutos de
incubacéo, a atividade enzimatica foi reduzida a 47%, 45% e 17% a 45°C, 50°C e 55°C, respectivamente.
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Introducéao

Enzimas pectinoliticas comp&em cerca de 25% do mercado mundial de enzimas, tendo assim um amplo
espectro de aplicagdes. Devido & acdo que exercem nas paredes das células vegetais, sdo utilizadas para
clarificar sucos de frutas (Mehmet et al., 1999), vinhos (Gump & Halght, 1995) e aumentar os rendimentos nas
extracdes de sucos e 0Oleos citricos (Scott, 1978). O uso de microrganismos para a producdo dessas enzimas €
economicamente viavel. Grande parte das pectinases industriais sdo produzidas por fungos filamentosos,
principalmente do género Aspergillus sp., sendo o Aspergillus niger um dos mais usados especialmente para a
producdo industrial de endopectinase (Hadj-Taieb et al., 2002), pois quebra a pectina em pequenas moléculas
reduzindo a viscosidade e o tempo de filtragdo (Jayani et al., 2005). J& Aspergillus tamarii apresentou excelente
producdo de pectinase na combinacdo de dois residuos agroindustriais, bagaco de cana e farelo de trigo em pH
6.0 a 55°C (Shanmugavel et al., 2018). Em um estudo com Aspergillus giganteus, Ortiz et al. (2017) constataram
gue esta espécie exibe uma maior atividade pectinolitica em pH 5,8 - 7,0, onde as pectinases utilizadas no
processo de extrac@o de azeite melhoraram o rendimento de extracdo do 6leo e das caracteristicas reoldgicas
sem alterar a composi¢édo quimica.

As enzimas pectinoliticas &cidas de Aspergillus sp. possuem um extenso nimero de aplicagdes, porém
0 extrato bruto obtido apés o cultivo em meio liquido contém uma mistura de metabdlitos, dentre outras enzimas,
assim, o processo auxiliar essencial € a purificacdo da enzima alvo antes da aplicacdo comercial especifica (K
Aikat, Maiti & Bhattacharyya, 2001). A selecdo do nimero minimo de etapas de separacdo com alta atividade
especifica e/ou pureza e alta recuperacéo é recomendada para a aplicacéo de custo efetivo da enzima purificada.

Metodologia

Aspergillus japonicus, isolado e mantido na Micoteca da UFMS/Campo Grande, foi cultivado em meio
liquido contendo 0.4% K:HPO4, 0.2% Peptona, 0.02% MgSO4-7H20, 0.0001% CaCl,-2H20, 0.0004% FeSO.-
7H,0, com 1% de farelo de trigo como fonte de carbono sob agitagéo (110 rpm), por um periodo de 96 horas a
30°C. Em seguida foi feita a filtracdo, para extracdo de enzimas extracelulares.

A atividade da pectinase foi detectada incubando a enzima a 45°C com tampé&o acetado de sodio pH 5.0
contendo 1% de pectina. Aliquotas foram retiradas em tempos pré-determinados, e para a avaliagdo do agUcar
redutor liberado foi utilizado DNS conforme o método de Miller (1959), com glicose como agUcar padrao, e entao
feita a leitura em absorbancia a 540nm. A atividade especifica foi definida através da relacdo entre o nimero de
unidades de enzima por miligrama de proteina. A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o Método de
Lowry (Lowry et al., 1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padréo.

A purificacdo parcial de troca ibnica foi realizada a 23°C. Um volume de 50 mL da amostra foi aplicado
em uma coluna de troca ibnica DEAE-celulose, previamente equilibrada com tampéo fosfato de sodio (50 mM pH
7,5). A amostra de 50 mL foi eluida com o mesmo tampéao citado anteriormente e apds 20 mL de eluigado foi
aplicado o gradiente linear de NaCl (1,0 M). Posteriormente foi realizada a cromatografia de exclusdo molecular
a 4°C. Um volume de 5 mL previamente concentrado da amostra pelo processo de liofilizagdo foi fracionado por
cromatografia de filtracdo em gel em coluna Sephacryl S-200 equilibrada com tampé&o Tris HCI (100 mM pH 7).
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FracGes de 2 mL foram eluidas. O perfil de proteina total foi determinado pela leitura das fracdes a 280 nm no
espectrofotdbmetro. A atividade de pectinase foi determinada conforme descrito acima. Fragdes correspondentes
a pectinase foram coletadas, dialisadas e liofilizadas. O grau de pureza das amostras foi analisado por
eletroforese sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 12%) conforme descrito por Laemmli (1970).

Para determinar a temperatura étima das atividades pectinoliticas foram realizados ensaios de atividade
na faixa de 40 a 65°C. A estabilidade térmica da enzima semipurificada foi avaliada como atividade residual, apés
sua incubacédo a 45, 50 e 55°C, na auséncia de substrato. Em determinados intervalos de tempo, foram retiradas
aliquotas dessas amostras e imediatamente determinadas suas atividades.

Resultados e Discusséo

O perfil cromatogréfico em resina Sephacryl S-200 mostrou somente um pico de atividade de pectinase
(Figura 1).
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Figura 1. Perfil cromatografico em Sephacryl S-200 da pectinase de A. japonicus. Tampao: Tris-HCI
100 mM pH 7,0.

A atividade enzimética foi eluida a partir da fracdo 56, com uma atividade de 0,875 U/mL. O pico de
atividade ocorreu na fragdo 72 com atividade de 4,75 U/mL. Todas as fra¢cdes foram reunidas, dialisadas e
liofilizadas para a posterior aplicacdo em gel SDS-PAGE.

Dados na literatura apresentam diversas maneiras de purificar pectinases. Algumas das metodologias
envolvem heterogéneas etapas de cromatografias troca idnica e filtragdo em gel. (Pedrolli; Carmona, 2010; Ma
et al., 2016). Pectinases fungicas tém sido purificadas com isonomia com diferentes rendimentos de purificagéo
(Gummadi; Panda, 2003; Celestino et al., 2006).

A pectinase de A. japonicus foi purificada 6 vezes com recuperacao de 40% por cromatografia de filtragédo
(Tabela 1).

Etapa de Atividade total  Proteinas totais Atividade Fator de Recuperacao
purificacdo (9)] (mg) especifica purificacdo (%)
(U/mg)

Extrato bruto 67 55,5 1,2 1 100
DEAE — 72,3 65,8 1,09 0,92 108
Celulose

Sephacryl 26,85 3,63 7,39 6,17 40
S-200

Tabela 1. Purificacdo da pectinase de A. japonicus

O perfil proteico da enzima foi determinado por eletroforese sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE
2



712 Reunido Anual da SBPC - 21 a 27 de julho de 2019 - UFMS - Campo Grande / MS

12%). O gel apresenta uma banda com massa molecular aparente de 34 kDa. A massa molecular notada é
concordante com as descritas na literatura de diferentes pectinases isoladas e purificadas de fungos. A
pluralidade de massas moleculares de pectinases purificadas varia de 35 até 115 kDa (Khanh et al., 1991; Jacob
et al., 2008; Siddiqui et al., 2012; Amin et al., 2017).
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Figura 2. Gel de eletroforese em condi¢gbes desnaturantes (SDS-PAGE 12%). A: peso molecular. B: extrato bruto
A. japonicus. C: pectinase semipurificada.

Com relacdo a temperatura ideal, foi observado um pico de atividade de pectinase a 55°C (Figura 3).
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A enzima parcialmente purificada foi submetida a ensaios de termoestabilidade (Figura 4) nos quais foi
dosada a atividade residual de pectinase apés um periodo de incubacgéo a 45, 50 e 55°C. Apés 10 minutos de
incubacéo, a atividade enzimatica foi reduzida a 47%, 45% e 17%, a 45°C, 50°C e 55°C, respectivamente.

Aos 60 minutos de incubacéo a 55°C, a atividade pectinolitica foi reduzida a 8%. Segundo Semenova et al.
(2003) as pectinases de A. japonicus apresentaram meias-vidas de 5 minutos a 50°C, ja no caso de A. niger (Naidu,
Panda, 2003), em mesma temperatura, a meia-vida foi de 20 minutos.
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Figura 4. Termoestabilidade da pectinase de A. japonicus

Conclusdes
A pectinase de A. japonicus foi parcialmente purificada até a homogeneidade eletroforética apds duas

etapas cromatogréaficas, e a enzima mostrou caracteristica interessante, como atividade maxima a 55°C, apesar
de estabilidade abaixo de 50% em sua meia-vida.
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