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RESUMO

A poligalacturonase (PG) é a principal enzima pectinolitica que catalisa a reacdo de
degradacdo da pectina. Sua forma imobilizada é geralmente preferida, devido a
possibilidade de inimeros reusos. Baseado nisto, o presente trabalho objetivou imobilizar
e realizar caracterizacdo bioquimica cinética e termodindmica da poligalacturonase (PG)
de Aspergillus aculeatus URM4953 para processamento do suco de caju. O processo de
otimizacdo de imobilizacdo teve um redsimento maximo de 95%. O pH 6timo ambas as
formas da PG (livre e imobilizada) apresentou dois picos evidentes a pH 4,0 (4cido) e pH
7,0 (neutro). Apesar da temperatura 6tima da PG, ter diferido em ambas as formas, livre
(50°C) e imobilizada (40°C), as PG’s exibiram uma atividade residual semelhante ao
longo das diferentes temperaturas. A afinidade das diferentes formas da PG decaiu com
0 aumento da temperatura, sendo maior para a enzima imobilizada. Contudo, do ponto de
vista cinético a PG livre apresentou melhor comportatamento geral (maiores Vimax € Keat).
Os paréametros termodindmicos de termoinativacdo da PG imobilizada tais como, entalpia
(86,5 < 4H*q < 86,26 ki/mol), entropia (-39,7 < 45*q < -41,9 J/K.mol) e energia livre de
gibbs (98,6 < AG*¢ < 100,1 kJ/mol), sugeriram um predominante mecanismo de
desnaturacdo reversivel, o que permitiu 4 sucessivos reusos da PG imobilizada com
apenas 34% de perda da atividade. Para o processamento do suco de caju utilizando
apenas a PG imobilizada, a temperatura de maior degradacdo do conteido péctico foi a
20°C e sua cinética foi modelada pela equacdo de Hill (devido ao comportamento
alostérico apresentado). O numero de Hill aumentou de 3 (20°C) para 5 (50°C)
evidenciando um mecanismo de cooperacgdo positiva. A energia de ativacdo (E*) e a
entalpia padréo de equilibrio de desdobramento (4H*u) da reacdo foram de 80,31 e 16,57
kJ/mol, respectivamente. Ambos 0s parametros cinéticos e termodinamicos de hidrélise
corroboraram e demostraram a maior expontaneidade de hidrdlise da pectina do suco de
caju a 20°C, exibindo valores de 4G*, AH* e AS* de 59,3 kJ/mol, 77,9 kJ/mol e 63,4
JIK.mol, respectivamente. Esses resultados mostraram um satisfatério desempenho da
PG, principalmente em sua forma imobilizada, podendo ser posterioemente utlizada para

a fundamentacdo teorica de aplicacOes desta enzima em diferentes processos industriais.

Palavras-chaves: Poligalacturonase, Aspergillus aculeatus, imobilizacdo, parametros

cinéticos, parametros termodindmicos, caju, degradacdo da pectina



ABSTRACT

Polygalacturonase (PG) is the main pectinolytic enzyme that catalyzes the degradation
reaction of pectin. Its immobilized form is generally preferred because of the possibility
of numerous reuses. Based on this, the present work aimed to immobilize and perform
kinetic and thermodynamic biochemical characterization of polygalacturonase (PG) from
Aspergillus aculeatus URMA4953 to process cashew juice. The immobilization
optimization process had a maximum redemption of 95%. The optimum pH of both forms
of PG (free and immobilized) presented two evident peaks at pH 4.0 (acid) and pH 7.0
(neutral). Although the PG optimum temperature differed in both forms, free (50 ° C) and
immobilized (40 ° C), PGs exhibited similar residual activity over different temperatures.
The affinity of the different forms of PG decreased with increasing temperature, being
higher for the enzyme immobilized. However, from the kinetic point of view the free PG
presented better general behavior (higher Vmax and Kcat). The thermodynamic
parameters of thermoinactivation of immobilized PG such as enthalpy (86.5 < AH ¢ <
86.26 kJ / mol), entropy (-39.7 < 4S54 < -41.9 J/ K.mol) and free energy of gibbs (98.6 <
AG"¢ < 100.1 kJ/mol), suggested a predominant mechanism of reversible denaturation,
which allowed 4 successive reuses of PG immobilized with only 34% loss of activity. For
the processing of cashew juice using only immobilized PG, the temperature of the highest
degradation of the pectic content was at 20 ° C and its kinetics was modeled by the Hill
equation (due to the presented allosteric behavior). Hill's number increased from 3 (20
°C) to 5 (50 °C), indicating a positive cooperation mechanism. The activation energy (E”)
and the standard entropy of equilibrium unfolding (4H",) of the reaction were 80.31 and
16.57 kJ / mol, respectively. Both kinetic and thermodynamic parameters of hydrolysis
corroborated and demonstrated the higher hydrolysis expontance of pectin of cashew
juice at 20 ° C, exhibiting values of AG*, AH* and AS* of 59.3 kJ/mol, 77.9 kJ/mol and
63.4 J/K.mol, respectively. These results showed a satisfactory performance of PG,
mainly in its immobilized form, and it can be laterally used for the theoretical basis of
applications of this enzyme in different industrial processes.

Keywords: Polygalacturonase, Aspergillus aculeatus, immobilization, Kkinetic

parameters, temodynamic parameters, cashew apple, pectin degreadation
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INTRODUCAO

As pectinases sdo enzimas que possuem o potencial de degradacao das substancias
pécticas, carboidratos presentes na lamela média das paredes celulares primarias dos
tecidos vegetais que conferem a estrutura rigida dos vegetais (MARTOS et al., 2014).
Estas enzimas podem ser divididas em 3 grupos conforme seu mecanismo de atuagéo na
molécula de pectina. As desesterificantes ou desmetoxilantes catalisam a hidrélise dos
grupos metil da pectina (HABRYLO et al., 2018). As protopectinases sao enzimas que
atuam na protopectina, sendo responsaveis por transformar a protopectina insolivel em
pectina polimerizada solGvel (UENOJO; PASTORE, 2007). As despolimerases sdo
enzimas que atuam na principal cadeia, a cadeia polimérica, clivando as ligacOes
glicosidicas a-1,4 (hidrolases) ou catalisam a p-eliminagdo (liases ou
transeliminases)(KASHYAP et al.,, 2001). Dentre as despolimerases, as
poligalacturonases sdo as enzimas de maior interesse comercial (OZUNA; BARRO,
2017).

As enzimas pectinoliticas podem ser oriundas de vegetais ou micro-organismos
(POONDLA et al., 2016). Dependendo de alguns fatores, como, linhagem do fungo, da
natureza e concentracdo da fonte de carbono do meio de cultura as pectinases podem
apresentar caracteristicas diferenciadas (HOONDAL et al., 2002). Sendo os fungos sao
0s mais utlizados em escala industrial (PEREIRA et al., 2017).

No mercado industrial, a pectinase representa quase 25% das vendas globais de
enzimas (YUAN et al., 2011) e especificamente, equivalem a aproximadamente 10% da
producdo total de enzimas (KOHLI; GUPTA, 2015). A inddstria de alimentos tem sido a
principal consumidora de enzimas pectinoliticas, dando-se destaque a industria de
processamento de sucos, proporcionando reducdo do tempo de filtragdo e aumento de
volume de clarificacdo de sucos, além de conferir maior estabilidade ao produto
concentrado (UENOJO; PASTORE, 2007).

A turbidez dos sucos de fruta surge imediatamente ap6s o0 seu processamento, e
geralmente é considerada o produto de particulas suspensas de pectina provenientes da
parede celular das plantas. Assim, a maioria das bebidas de frutas processadas
industrialmente s&o clarificadas durante a producao a fim de evitar a turbidez indesejavel
e sedimentos no produto final, podendo ser realizada através da adi¢cdo de enzimas

pectinoliticas e agentes clarificantes. Além da reducdo da turbidez, as enzimas
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pectinoliticas acarretam o aumento da produtividade por uma maior extracao da polpae a
melhor filtrabilidade dos sucos (KEMPKA; PRESTES; ALVIERO, 2013).

Apesar da grande importancia e necessidade, o uso de enzimas na industria
geralmente € de alto custo, principalmente em sua forma soltvel, pois ndo permite o reuso
destes biocatalizadores. Porém, o processo de imobilizacdo da enzima em um suporte
solido apresentando-se como uma solucdo (MENDES et al., 2011). Essa técnica
proporciona heterogeneidade dos sistemas, facil recuperacao das enzimas e dos produtos,
rapida interrupcéo das reac6es, maior estabilidade ao pH e a temperatura, além de permitir
a operacdo continua com uma variedade de diferentes biorreatores (KRAJEWSKA,
2004).

A imobilizacdo enzimética pode ser conseguida essencialmente por trés métodos
distintos: por meio da adsorcdo, encapsulacdo da enzima ou ligacdo covalente
(PETKOVA; ZARUBA; KRAL, 2012). Este Gltimo, destaca-se pela sua elevada
eficiéncia, o que permite altos rendimentos do processo, sendo realizada pela ativacédo
dos suportes com insercao de grupos reativos que reagem com residuos de aminoacidos
da enzima (MENDES et al., 2011). O suporte a ser utilizado na imobilizacéo é de grande
importancia, por promover uma maior contribuicdo para 0 bom desempenho da enzima
imobilizada (MENDES et al., 2011). Um determinado material que deve ser utilizado
como suporte de imobilizacdo necessita apresentar algumas caracteristicas como alta
afinidade por proteinas, grande disponibilidade de grupos reativos, alta capacidade de
carregamento, estabilidade mecanica e rigidez. Assim, o alginato tem se destacado como
suporte de imobilizacdo de biomoléculas, devido a suas caracteristicas positivas que
contribuem para o processo, aliadas ao seu baixo custo (PALLA; PACHECO; CARRIN,
2011).

Contudo, para garantir uma aplicacdo eficiente, a nivel industrial, da enzima o
conhecimento de pardmetros bioquimicos, cinéticos e termodindmicos da enzima é
fundamental, pois permite manter um nivel desejado de atividade enziméatica por um
longo periodo de tempo, deste modo a correta compreensdo destes parametros,
juntamente a modelagem matematica, torna-se possivel estimar resultados em sistemas
reais ndo estudados (EL-LOLY; AWAD; MANSOUR, 2007; SOUZA et al., 2010).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Imobilizar e realizar caracterizacdo bioguimica cinética e termodinadmica da
poligalacturonase (PG) de Aspergillus aculeatus URMA4953 para processamento do suco

de caju.

Objetivos especificos

e Otimizar a imobilizacdo da PG de A. aculeatus URM4953 em alginato de calcio por
ligacdo covalente utilizando o planejamento central composto;

e Determinar a quantidade de ciclos de reuso da PG imobilizada;

e Caracterizar bioguimicamente a PG (livre e imobilizada) em relacdo ao pH e
temperatura 6timos, estabilidade a temperatura, parametros cinéticos;

e Estimar parametros termodinamicos da PG (livre e imobilizada) por meio de equacdes
empiricas e valores experimentais;

e Determinar os parametros cinéticos e termodinamicos de degradacdo da pectina em
suco de caju pela PG imobilizada;

e Analisar o modelo cinético de hidrolise da pectina em suco de caju.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Pectinases e as substancias pécticas

As enzimas pécticas, pectinoliticas ou pectinases, compreendem um grupo
heterogéneo de enzimas que hidrolisam as substancias pécticas, presentes principalmente
nas plantas (XIA; LI, 2018).

As substéancias pécticas sdo polissacarideos encontrados principalmente na lamela
média de plantas superiores, sendo de longe, o carboidrato mais complexo e interessante,
em relacdo a organizacdo estrutural e funcionalidade, formador de paredes celulares
vegetais (YAPO, 2011). S8o constituidas majoritariamente por unidades de acido
galacturénico unidas covalentemente por ligagbes glicosidicas a-1,4, estando
parcialmente esterificados (COBS-ROSAS et al., 2015).

A molécula da pectina possui duas regides distintas conhecidas como “regides
lisas”, que possuem uma estrutura linear sem apresentar cadeias laterais, e as “regides
capilares”, que apresentam ramificagdes geradas pela presenca de cadeias laterais
(ANURADHA et al., 2010).

As regides lisas sdo compostas pelo homogalacturonan (HG), que possui 65% da
pectina e é o principal tipo de pectina presente nas paredes celulares vegetais. As regides
capilares sdo constituidas pelos rhamnogalacturonan | (RG-1) e o rhamnogalacturonan 11
(RG-1I). O RG-I apresenta cerca da 20 a 35% de pectina e o restante corresponde a
dissacarideos ramnose-acido galacturdnico. Os residuos de &cido galacturdnico podem
ser cetilados, podendo conter também cadeias laterais de acUcares neutros, tais como,
galactose, arabinose e xilose. O RG-1l contém cerca da 10% de pectina, sendo uma regiao
de HG, mas com cadeias laterais complexas ligadas aos residuos galacturénicos. O RG-I
e 0 RG-Il, sdo componentes estruturalmente mais complexos que o0 HG (KOHLI;
GUPTA, 2015; NOREEN et al., 2017).

Baseado em sua composicdo a American Chemical Society classifica as
substancias pécticas em quatro principais grupos: a protopectina (insolivel em agua e
unida com outros constituintes das células vegetais); acido péctico (é essencialmente ndo
esterificado), &cido pectinico (apresenta um grau de esterificagdo menor que 75% ) e

pectina (possui um grau de esterificacdo igual ou superior a 75% , sendo soluvel em agua
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e capaz de formar géis) (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; FARAVASH; ASHTIANI,
2008).

De acordo com o mecanismo de acdo sobre a molécula de pectina estas enzimas
podem ser divididas em 3 grupos distintos que sdo classificadas e nomeadas de acordo
com a “Enzyme Comission” (EC), segundo as recomendac¢des da International Union of

Biochemistry and Molecular Biology - IUPAC-1UB3:

1.1.1. Protopectinases

As protopectinases (PPases) atuam sobre a protopectina liberando pectina soltvel
(LIU et al., 2006). Elas sdo classificadas em dois tipos, baseado no seu mecanismo de
acao: as PPases do tipo A, que reagem com o sitio interno, isto €, a regido do acido
poligalacturénico da protopectina, enquanto as PPases do tipo B reagem no sitio externo,
que compreende cadeias polissacaridicas que podem ligar a cadeia do &cido
poligalacturénico e os constituintes da parede celular (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005). Estas enzimas ndo sdo abundantes e possuem pouco interesse industrial na
degradacéo da pectina (UENOJO; PASTORE, 2007).

1.1.2. Enzima desmetoxilante ou desesterificante

Os residuos de &cido a-D-galcaturénico formadores da molécula de pectina,
podem ser metil esterificado, cujo o grau de metoxilagdo varia com base na fonte
(RAJULAPATI et al., 2018). A mais conhecida a EC 3.1.1.11 pectina esterase (PE) ou
pectina metil esterase (PME) (Fig. 1.1A), catalisam a desesterificacdo da pectina com
liberacdo de metanol e acidos mono e poligalacturénicos (SPAGNA; BARBAGALLO;
INGALLINERA, 2003), o que facilita a atuagdo das enzimas despolimerases
(HABRYLO et al., 2018).

1.1.3. Enzimas despolimerizantes
A depender do mecanismo de clivagem das ligacGes glicosidicas as pectinases

despolimerizantes podem ser classificadas em: hidrolases (clivagem hidrolitica) e liases
(clivagem transeliminativa) (UENOJO; PASTORE, 2007):
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1.1.3.1. Liases

Estas realizam a quebra de substancias pécticas por meio de reagbes nédo
hidroliticas, que se caracteriza pela divisdo transeliminativa do polimero péctico,
resultando em produtos com uma ligacéo insaturada entre os carbonos 4 e 5 do final ndo
redutor do é&cido galacturdnico formado (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). A
literatura descreve duas enzimas que compdem este grupo, a EC 4.2.2.2 pectato liase —
PGL (que atua sobre o acido péctico) (Fig. 1.1B) e a EC 4.2.2.10 pectina liase - PL (que
atua sobre a pectina) (Fig. 1.1C)(KASHYAP et al., 2001).

1.1.3.2. Hidrolases

Compreendem as poligalacturonases (PG’s), as quais catalisam a clivagem
hidrolitica das substancias pécticas com a introducdo de agua (JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005). E de acordo com a sua atuacéo elas séo divididas nas E.C. 3.2.1.67
exoPG (que atuam a partir do final da molécula, tendo como produto monémeros de
acidos galacturénicos) (Fig. 1.1E) e nas EC 3.2.1.67 endoPG (que apresenta agdo
randdmica liberando poli e oligossacarideos) (Fig. 1.1D) (KASHYAP et al., 2001;
HABRYLO et al., 2018). Dentre todas as enzimas pectinoliticas a PG é a mais
amplamente estudada e utilizada comercialmente por ter a principal e maior fungédo
hidrolitica na cadeia polimerica (LI et al., 2017).

O pH e a temperatura sdo parametros de grande influéncia na atividade
enzimatica. Contudo, a PG pode apresentar atividade 6tima em uma ampla faixa de pH,
em geral, as pectinases fungicas sdo enzimas acidas enquanto que as bacterianas sdo
alcalinas, o que influencia diretamente sua aplicacdo na industria (ANAND; YADAV;
YADAYV, 2017; EVANGELISTA et al., 2018). Enquanto, que temperatura 6tima de PG’s
de origem microbiana pode variar de 35 a 60°C (DEY et al., 2014).

Em relagdo a seu peso molecular as PG’ss80 enzimas monoméricas com um peso
gue molecular varia em uma faixa de 35 a 79 kDa (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005),
como mostrado nos estudo de Nakkeeran, Subramanian e Umesh-Kumar (2010) que
purificaram uma PG proveniente do Aspergillus carbonarius com 42 kDa e com Martos
et al. (2014) que purificaram uma poligalacturonase de 43 kDa do Wickerhamomyces

anomalus.
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Fig 1.1. Agdo das diferentes enzimas pectinoliticas. (A) a¢do da pectina esterase; (B) acdo
da pectato liase; (C) acdo da pectina liase; (D) acdo da endo-Poligalacturonase; (E) acédo
da exo-poligalacturonase. Fonte: o autor.
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1.2. Producéo de pectinases

As preparagBes enzimaticas pécticas sdo de grande importancia comercial
representando cerca de um quarto de toda a producdo mundial de enzimas alimentares e
20% do total de enzimas de uso industrial. As pectinases fangicas estdo entre as mais
importantes enzimas comerciais e sdo de grande importancia com diversas de
aplicaces(GOMES et al., 2011; HABRYLO et al., 2018)

Na natureza, 0s micro-organismos secretam uma série de enzimas para degradar
as substancias nao celulosicas da planta. A producao industrial de enzimas pectinoliticas
é feita principalmente por fungos filamentosos (WONG et al., 2017), como os do género
Aspergillus, que destacam-se por apresentarem altas atividades do complexo pectinolitico
(SANDRI; FONTANA; MOURA, 2015). Diversos estudos utilizaram indmeras
linhagens pertencentes a este género: Aspergillus sojae (DEMIR; TARI, 2014),
Aspergillus flavus (ANAND; YADAV; YADAYV, 2017), Aspergillus awamori
(ANURADHA et al., 2014) Aspergillus carbonarius (NAKKEERAN et al., 2012),
Aspergillus oryzae (FONTANA; SILVEIRA, 2012) Aspergillus niger (GOMES et al.,
2011). No entanto, a producéo de pectinases foi limitada a algumas linhagens de micro-
organismos, sendo assim, necessario identificar outros micro-organismos produtores de
enzimas pécticas (WONG et al., 2017).

Atualmente, tem sido realizados muitos estudos de identificacdo e isolamento de
novos fungos produtores de inimeras enzimas comerciais com grande poder catalitico
oriundos da caatinga nordestina (OLIVEIRA et al., 2013). Tal bioma é localizado na zona
semiarida no nordeste brasileiro e ocupa quase um milhdo de quilémetros quadrados,
onde o clima € seco, com elevadas temperaturas anuais (ROCHA; RUIZ-ESPARZA;
FERRARI, 2018; SILVA et al., 2018).

Fungos filamentosos provenientes de regides com condigGes extremas, como a
caatinga, ttm despertado grande interesse, pois a capacidade dos fungos a tolerarem altas
e/ou baixas temperaturas, entre outras condi¢fes que geralmente sdo desfavoraveis a vida,
indicam a existéncia espécies com mecanismos adaptativos que podem lidar com
consideraveis niveis de stress e produzir enzimas com caracteristicas diferenciadas, as
quais sdo importantes para as mais diferentes aplicacdes biotecnoldgicas (OLIVEIRA et
al., 2013).

A Colecéo de Culturas Micoteca URM do Departamento de Micologia do Centro

de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco possui um acervo que
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consta de aproximadamente 8.000 culturas de fungos, sendo cerca de 1.300 leveduras e
6.700 fungos filamentosos, todas identificadas ao nivel de espécie e mantidas em
duplicata em cada método de preservacdo (em 6leo mineral e liofilizado). Incluindo cepas
provenientes das mais diversas regides, incluindo inimeras cepas da zona semiarida no
nordeste brasileiro, como Aspergillus aculeatus URM 4953 (SOUZA-MOTTA, 2011).

O Aspergillus aculeatus tem-se destacado com um bom produtor de diferentes
enzimas como: frutosiltranferase (GHAZI et al., 2007), pB-1,4-galactanase
(TORPENHOLT et al., 2015), xilanase (DAS; RAY, 2016), B-fructofuranosidase
(LORENZONI et al., 2014), endoglucanase (TAKADA et al., 2002), dentre outras.
Apesar de atualmente no Brasil existir preparos pectinoliticos de A. aculeatus
comercializados, como a Pectinex Ultra SP-L (Sigma) (OLIVEIRA et al., 2018), o relato
pela literatura ainda é pobre, que impulsiona a pesquisa em torno deste.

A producdo de pectinases microbianas pode ser realizada por dois processos
distintos denominados fermentacdo submersa — FS (no qual o meio é completamente
liquido) e fermentacdo em estado sélido — FES (neste o meio € majoritariamente solido,
com uma umidade relativamente baixa). Contudo, o0 cultivo submerso tem sido mais
aplicada industrialemnte, cerca de 90% de todas a enzimas industriais sdo produzidas por
esta técnica, devido as inUmeras vantagens que este apresenta sobre o cultivo em estado
solido (SANDRI; FONTANA; MOURA, 2015). As principais vantagens da FS
compreendem a capacidade aumento de escala de producédo e controle de parametros do
processo, como pH, temperatura, transferéncia de oxigénio e umidade (UZUNER;
CEKMECELIOGLU, 2015). Além disto, alguns fatores como condig¢des de cultivo, em
particular, pela composic¢do do meio de cultura, tipo e concentracdo da fonte de carbono,
pH e temperatura do cultivo, entre outros, influenciam diretamente na producdo das
enzimas pécticas (CORDEIRO; MARTINS, 2009; ANDRADE et al., 2011)

A inclusdo de residuos agroindustriais na producdo das pectinases para uso
industriais tem se mostrado bastante promissor, pois sdo compostos principalmente de
carboidratos complexos e proteinas que podem servir como nutrientes para o crescimento
microbiano e produgdo de enzimas. Podendo ser incluidos inumeros residuos
agroindustriais como: casca de manga, casca de uva, miolo de tamarindo, casca de sapoti,
casca de banana, bagaco de maca, casca de maméao, bagaco de amendoim, bagaco de
dendé, casca de romd, farelo de arroz e farelo de trigo (POONDLA et al., 2016). Esses
residuos tem despertado elevado interesse econdmico, especialmente no Brasil que possui

em abundancia residuos agroindustriais (CASTRO et al., 2015).
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1.3. Imobilizacéo

As pectinases apresentam excelentes propriedades cataliticas, contudo, o0 uso em
sua forma soluvel (forma livre) sempre apresenta alguns problemas, como a baixa
estabilidade sob condicGes operacionais intensas, a dificuldade de recuperacdo da enzima,
impossibilidade de mudltiplas reutilizacbes em um processo industrial, apresemtando
assim baixo custo-beneficio. Assim, as técnicas imobiliza¢cBes enziméticas tém sido
utilizadas para superar esses problemas, bem como, para melhorar suas caracteristicas
cataliticas, tornando-as economicamente viaveis para varias aplicacdes nos diferentes
setores industriais (BIBI et al., 2017).

A imobilizacdo consiste em confinar a enzima dentro de um suporte ou liga-lo a
sua superficie, de modo a reter sua atividade permitindo reusos (REHMAN et al., 2016).
Geralmente, a imobilizacao € realizada por trés técnicas distintas:

e Adsorcdo (Fig. 1.2A): consiste em um método simples onde as enzimas sdo
adsorvidas em um suporte sélido por meio de interacOes eletrostaticas (interacdes
hidrofébicas, forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e ligacGes ibnicas). As
principais vantagens, deste metodo, residem na facilidade e simplicidade da técnica e no
baixo custo associado a ndo necessidade de ativacdo do suporte e na possibilidade de
reutilizacdo do suporte apds varios reciclos. Além disso, a adsor¢do promove pouca
alteracdo na estrutura conformacional da enzima, uma vez que a enzima é
espontaneamente imobilizada em uma orientacdo que lhe é preferencial e
energeticamente favoravel. Como desvantagens, tem-se a aleatoriedade da interacdo
enzima-suporte e a possibilidade de dessorcdo da enzima devido a variacdes de
temperatura, pH e forca idnica. Contudo, técnicas foram desenvolvidas a fim de reduzir
a dessorcdo da enzima, como, por exemplo, a modificacdo quimica do suporte, a reducdo
do tamanho de seus poros ou a reticulacdo da enzima no interior dos poros. Outros estudos
sugerem que a hidrofobizacdo do suporte pode resultar na reducdo da lixiviacdo e
melhoria da atividade enzimatica (SOUZA et al., 2017; GARCIA-GALAN et al., 2011);

e Ligacdo covalente (Fig. 1.2B): é necessario a ativagao dos suportes com a insercao
de grupos reativos que reagem com residuos de aminoacidos da enzima, ligando-a
covalentemente ao suporte sélido. A forca dessa ligacéo € elevada e normalmente envolve
varios residuos da enzima, proporcionando uma grande rigidez na sua estrutura. Essa
rigidez pode manter a estrutura da enzima inalterada perante agentes desnaturantes como

calor, solventes organicos, pH extremos e outros. Dentre os métodos de imobilizagédo
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disponiveis, a ligacdo covalente é o mais efetivo em termos de estabilizacdo térmica e
operacional das enzimas. Geralmente, o glutaraldeido ¢ um dos reagentes mais
empregados na ativacdo de suportes, devido a simplicidade dos métodos de ativacdo e
obtencdo de preparacGes enzimaticas ativas e estaveis. As principais vantagens desse
método residem em maior resisténcia do biocatalisador quanto a variacdo de pH,
temperatura e incubagdo em solventes orgénicos e o fato de a enzima néo ser dessorvida
do suporte. Incovenientes da técnica estéo relacionados a parcial inativagdo e/ou reducéao
da atividade catalitica da enzima devido a alteragdo em sua conformacao nativa impostas
pelas ligacBes entre as enzimas e 0s grupos reativos do suporte ( SOUZA et al., 2017;
MENDES et al., 2011);

e  Encapsulacdo (Fig. 1.2C): envolve a polimerizacdo in situ da matriz porosa em
torno dos biocatalisadores a serem imobilizados. Nesse processo, a enzima € incorporada
como parte da mistura reativa a ser polimerizada. A medida que a polimerizagdo
prossegue, a matriz polimérica se forma em torno da enzima, confinando-a em sua
estrutura. O método de encapsulacdo é baseado na inclusdo das proteinas em estruturas
poliméricas com tamanho de poros que permite a difusdo dos substratos e produtos e
blogueia a passagem da proteina. A vantagem da utilizacdo desse método é que o
confinamento protege a enzima do contato direto com o meio reacional, minimizando,
assim, os efeitos de inativacdo, por exemplo, por solventes organicos. Além disso, esse é
0 método de imobilizacdo mais fécil de proceder e pode ser empregado para imobilizar
um ou mais tipos de proteina com qualquer grau de purificacdo, além de ndo promover
alteracdes estruturais nestas. Como desvantagens, tém-se as dificuldades associadas,
como o controle do tamanho dos poros do suporte, a dessor¢do da enzima devido aos
diferentes tamanhos de poros e inconvenientes de limitagdes de transferéncia de massa e

difusdo dos substratos pelos poros da matriz (SOUZA et al., 2017).
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Fig. 1.2. Diferentes técnicas de imobilizacdo enzimatica. (A) imobilizagdo por adsorcao;
(B) imobilizacao por ligacdo covalente; (C) imobilizacdo por encapsulagdo. Adaptado de
(SOUZA et al., 2017).
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O suporte a ser utilizado na imobilizacdo é de grande importancia, por promover
a maior contribuicdo para o bom desempenho da enzima imobilizada (MENDES et al.,
2011). Os polimeros, sintéticos ou naturais, representam uma classe de grande
importancia para a imobilizacdo de enzimas. Um polimero bastante utilizado e reportado
pela literatura para imobilizacdo de enzimas € o alginato de calcio, sendo suas esferas de
alginato de célcio um dos suportes mais potentes quando comparados a outros materiais
utilizados nesta tecnologia (REHMAN et al., 2013).

O alginato ¢ um polissacarideo aniénico encontrado nas paredes celulares de algas
marrons, formado por unidades de acido manurémico ligados a unidades de &cido
galacturénico (KONDAVEETI et al., 2018). Devido a suas caracteristicas excepcionais,
como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, capacidade de quelar ions de
calcio, baixo custo, elevada disponibilidade e resisténcia a contaminacdo microbiana. O
alginato representa um dos polimeros de maior aplicabilidade nos mais diversos setores,
desde a da tecnologia de alimentos a indlstria farmacéutica (REHMAN et al., 2013;
VUEVA et al., 2018).

1.4. Cinética enzimatica

Estudos cinéticos sdo uma ferramenta poderosa na investigacdo dos mecanismos
de reac6es, permitindo conferir detalhes importantes dos processos que antecedem a etapa
determinante da velocidade. Através de um estudo cinético pode-se determinar a lei de
velocidade de uma reagdo, bem como a sua constante de velocidade (OLIVEIRA,
FARIA, 2010).

Atualmente 0 modelo de Michaelis-Menten (Eg. 1) é a pedra angular da
bioquimica, e descreve a taxa de conversdo de um substrato ao seu produto em uma reacao
catalisada por enzima. Sua representacdo grafica consiste em uma hipérbole, que em
determinado ponto (indicado pela velocidade méxima) representa a saturagdo enzimatica,
refletindo o fato de que enzimas envolvidas na reacdo estdo indisponiveis para outras
moléculas de substrato. Uma vez saturado, o substrato adicional ndo é mais capaz de
aumentar a taxa de reacdo (VAN DYKEN, 2017).

_ Vinax[S]
T ky +[S] (Ea. 1)
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Contudo nem todas as enzinas apresentam um comportamento cinético descrito
por Michaelis-Menten, estas apresentam um grafico velocidade de reagdo versus
concentracdo de substrato como uma curva de saturacdo sigmoide, caracterizando assim
enzimas alOstericas. Este tipo de cinética enzimatica, geralmente, € uma resposta de
interacdes cooperativas entre as subunidades, conhecida como cooperatividade alosterica.
Neste fendmeno a interagdo enzima-substrato promove mudancas nas subunidades
proteicas, com a consequente mudanca conformacional da proteina (KOSHLAND;
HAMADANI, 2002; NELSON; COX, 2002).

Usualmente a cooperatividade aldsterica, segue o modelo de Hill de Hill (Eq. 2) e
é medida pelo nimero de Hill (n), o que indica o desvio em relacdo ao modelo de
Michaelis-Menten. Quando n é igual a 1 a interacdo enzima-substrato é ndo cooperativa;
n menor que 1, indica cooperatividade negativa; se n maior que 1, a cooperatividade é
positiva (RICARD; CORNISH-BOWDEN, 1987).

v = YmaxISI" (Eq. 2)

ko.s"+[S]™

As reacdes com cooperatividade positiva sdo as de maior interesse (Fig. 1.3).
Nesta, presume-se que a enzima possui multiplos sitios de ligacdo, contudo nem todos
estdo naturalmente disponiveis. A ligacdo da primeira molécula de substrato (S1)
proporciona alteracfes estruturais e/ou elétricas na enzima, o que altera a afinidade desta
ultima, permitindo a ligacao de outras moléculas de substrato (S2) nos sitios ativos agora
disponiveis (NINGA et al., 2018).

Fig. 1.3. Mecanismo reacional apresentado por enzimas que exibem cooperatividade
positiva. E, enzima; Sie Sy, substratos; P, Produto. Fonte: o autor.

1.5. Termodinamica enzimatica

A importéncia de entender a termodindmica de reac¢fes bioquimicas foi descrita
em 1957, o que impulsionou a pesquisa em torno de parametros termodinamicos das mais

diferentes enzimas. Estes dados desempenham um papel essencial na previsdo do
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comportamento reacional e entendimento do estado de equilibrio, para qualquer que seja
0 sistema em que reacOes catalisadas por enzimas ocorram. O conhecimento dessas
informacdes termodindmicas influencia diretamente nas aplica¢cdes enzimaticas, tanto nos
mais diversos ramos da bioquimica, quanto na enzimologia industrial, permitindo que
engenheiros otimizem o rendimento de produtos, bem como estimem requisitos
energéticos para processos e reacdes (GOLDBERG; TEWARI; BHAT, 2004).

A termodindmica é um dos ramos da fisica com ampla aplicacdo na bioquimica,
assim parametros como entropia, entalpia e energia livre sdo pilares da compreensao de
varios processos biologicos, principalmente, no fendbmeno de desnaturacdo proteica
(QIAN; BEARD, 2005).

Como as pectinases sdo aplicadas na industria de processamento de alimentos o
estudo de sua estabilidade térmica é importante, pois a desativacdo térmica, a qual
modifica a estrutura proteica de uma forma nativa e funcional para uma forma inativada,
representa uma restricdo importante em muitos processos biotecnoldgicos. Assim, 0
estudo termodindmico € capaz de auxiliar o entendimento do mecanismo de inativacao
enzimatica (NAIDU; PANDA, 2003). Em adicdo, a analise termodinamica permite a
determinacdo de pardmetros de ativacdo da reacdo enzimatica, o que da uma ideia da
funcionalidade da enzima em relacdo a seu substrato especifico, possibilitando a
compreensdo da eficiéncia de formacdo do complexo enzima-substrato, bem como da
espontaneidade de formacdo dos produtos (MAISURIA; NERURKAR, 2012).

1.6. Processamento de sucos de frutas

As pectinases apresentam um papel muito importante em diversos setores
industriais, sendo utilizadas no processamento de vinhos, maceracdo de frutas e vegetais,
processamento de sucos, extracdo de 6leos vegetais, fermentacdo de café e cha,
tratamento de agua residuais (HABRYLO et al., 2018).

A presenca de algumas substancias, como as pectinas, promove elevada turbidez
do suco e a presenca de sedimentos no fundo da garrafa durante o armazenamento, o que
muitas vezes € confundido como deterioracio do produto (LACHOWICZ;
OSZMIANSKI; KALISZ, 2018). O processo de clarificacdo de sucos de frutas, para a
eliminacdo de tais substancias, torna-se imprescindivel, melhorando sua aparéncia e

comercializa¢do. Os métodos convencionais envolvem a filtracdo e clarificacdo, contudo
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estes processos podem levar a perda de algumas substancias, como compostos fendlicos
de atividade antioxidante. Uma abordagem alternativa é realizar a despectinizacdo pelo
uso das enzimas pectinolitica, visando aumentar a clareza dos sucos de frutas e evitando
o0s problemas dos métodos convencionais (CERRETI et al., 2017). Além disto, 0 uso de
pectinases no processo de clarificacdo possibilita uma reducao na viscosidade do suco, o
que reduz o tempo e o custo de outros processos, bem como, sucos mais concentrados,
com melhor sabor, cor e rendimento (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005).

O processo de hidrdlise das pectinas em sucos é influenciado por varios fatores,
que incluem, concentracdo enzimatica, tempo de incubacdo e temperatura. Sendo, na
maioria dos casos, o um fator de importancia diminuta, pois a hidrolise é feita no pH
natural da fruta que compde o suco. O conhecimento da influéncia destes parametros,
bem como, a cinética enzimatica de hidrélise das pectinas, apresenta grande importancia
para fins industriais (NINGA et al., 2018).

1.7. Caju (Anacardium occidentale L.)

O Anacardium occidentale L. pertence a familia Anacardiaceae, conhecido como
cajueiro, € uma planta nativa do Norte e Nordeste do Brasil, devido a presenca de
flavandides e taninos em sua composi¢do quimica que possui importante acao bioldgica.
Entre os beneficios a salde mais relatados estdo: efeitos anti-inflamatorios, cicatrizantes,
antibacterianos e hemostéaticos (ARAUJO et al., 2018). Seu pedinculo, o caju, é uma
excelente fonte de compostos bioativos: como vitaminas, minerais e compostos fenolicos,
que Ihe conferem elevado potencial antioxidante. O consumo do caju é realizado in natura
ou na forma de produtos processados de alto valor agregado como o suco (KAPRASOB
etal., 2017).

O suco de caju € bastante popular no Brasil tendo uma producéo anual de 44
milhdes de litros, apenas superada pelos sucos concentrados de laranja e uva. No entanto,
o0 setor pode crescer consideravelmente, ja que das 1,8 milhGes de toneladas de caju
processados anualmente, para obter a castanha de caju, mais de 80% sdo descartados
como residuos agroindustriais, devido ao maior valor comercial que a castanha possui.
Assim, a crescente demanda pelo suco de caju concentrado tem impulsionado a pesquisa
em torno do seu processo tecnologico, afim de obter produtos de maior qualidade
(BIASOTO et al., 2015).
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RESUMO

A poligalacturonase (EC 3.2.1.15) (PG) de Aspergillus aculeatus URM4953 foi
imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de calcio usando glutaraldeido como
agente de ligamento. As condi¢fes de imobilizagdo foram otimizadas por um
planejamento central composto, em que a concentracdo de glutaraldeido e o tempo de
imobilizacdo foram escolhidos como varidveis independentes. Apenas 0 tempo
influenciou significativamente a imobilizacdo de PG, cujo maior rendimento (95%) foi
obtido usando 0,2 M de glutaraldeido durante 45 min. A PG, caracterizada em termos dos
pardmetros cinéticos e termodindmicos, apresentou o mesmo perfil de pH nas formas livre
e imobilizada, com dois valores 6timos de pH sob condicdo &cida (4,0) e neutra (7,0).
Embora diminuindo a temperatura étima da PG de 50 para 40°C, a imobilizacdo nao
influenciou a estabilidade da enzima na faixa de 30 a 40°C, preservando mais de 90% de
sua atividade inicial ap6s 60 min. Os parametros cinéticos da PG imobilizada revelaram
a maior afinidade pela pectina do que a PG livre, que, no entanto, foi ligeiramente mais
eficiente na degradacao da pectina. Os parametros termodindmicos de termoinativacao da
PG imobilizada sugeriram um predominante mecanismo de reversivel desdobramento,
que foi responsavel pela sensibilidade mais baixa ao aquecimento do que a PG livre e
permitiu quatro ciclos sucessivos de uso da enzima imobilizada com apenas 34% de perda
de atividade. A PG imobilizada mostrou desempenho e caracteristicas satisfatdrias, bem

como grande potencial para futuras aplicacGes industriais.

Palavras-chave: Imobilizacdo; Poligalacturonase; Aspergillus aculeatus URM4953;

Termodinamica; Cinética.
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ABSTRACT

A poligalacturonase (EC 3.2.1.15) (PG) from Aspergillus aculeatus URM4953
was covalently immobilized on calcium alginate beads using glutaraldehyde as a cross-
linking agent. The immobilization conditions were optimized by a central composite
design, where glutaraldehyde concentration and immobilization time were chosen as the
independent variables. Only the time influenced significantly PG immobilization, whose
highest yield (95%) was obtained using 0.2 M glutaraldehyde after 45 min. PG,
characterized in terms of kinetic and thermodynamic parameters, displayed the same pH
profile in free and immobilized forms, with two optimum pH values under acidic (4.0)
and neutral (7.0) conditions. Although lowering the PG optimum temperature from 50 to
40°C, the immobilization did not influence the enzyme stability in the range 30-40°C,
preserving more than 90% of its initial activity after 60 min. The Kinetics parameters of
immobilized PG revealed higher affinity for pectin than free PG, which nonetheless was
slightly more efficient in pectin degradation. The thermodynamic parameters of
immobilized PG thermoinactivation suggested a predominating mechanism of reversible
unfolding, which was responsible for lower sensitivity to heating than free PG and
allowed four successive cycles of immobilized enzyme utilization with only 34% of
activity loss. Immobilized PG showed satisfactory performance and features as well as
great potential for future industrial applications.

Keywords: immobilization, polygalacturonase, Aspergillus aculeatus URM4953,

thermodynamics, Kinetics.
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2.1. Introducéo

As poligalacturonases sdo as enzimas mais importantes na degradacdo da pectina,
um biopolimero complexo constituido de moléculas longas, que esta presente na lamela
média e nas paredes celulares primarias das células vegetais jovens (KOZIOL et al.,
2017). Estas atuam na principal cadeia polimérica, do carboidrato, quebrando as ligagdes
glicosidicas a-1,4 (hidrolases) entre os &cidos galacturénicos por dois mecanismos. As
exo-poligalacturonases (EC 3.2.1.15) catalisam a hidrolise de ligagdes a partir da
extremidade ndo redutora da cadeia péctica, liberando mondmeros de 4cido
galacturonico, enquanto que as endo-poligalacturonases (EC 3.2.1.67) agem clivando
aleatoriamente as ligacdes glicosidicas a-1,4, apresentando uma acéo radial na estrutura
da pectina, liberando &cidos oligo-galacturdnicos (KASHYAP et al., 2001; KOZIOL et
al., 2017).

Suas aplicagbes abrangem diversos setores industriais, como extracdo e
clarificacdo de vinhos e sucos de frutas (SIEIRO et al., 2012; CERRETI et al., 2017),
maceracao de frutos (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005), reducdo de viscosidade de
sucos (SANDRI et al.,, 2011), extracdo de Oleos vegetais (CHEN et al., 2018),
fermentacdo de café e cha (UENOJO; PASTORE, 2007), degomagem de fibras
(HABRYLO et al., 2018), fabricacéo de papel (KOHLI; GUPTA, 2015) e no tratamento
de aguas residuais (MAHESH et al., 2016).

Apesar de serem produzidas industrialmente por micro-organismos como fungos
filamentosos, bactérias e leveduras, as PGs podem ser encontradas em plantas superiores
(KOHLI; GUPTA, 2015), insetos e protozoarios (AMIN et al., 2017) e alguns nematdides
fito-parasitarios (RAI et al., 2015). Quando estas enzimas sdo produzidas por
microorganismos, o extrato bruto contém muitos contaminantes. Assim, o isolamento, a
purificacdo (principalmente por ultrafiltracdo, precipitacdo e cromatografia por afinidade)
e caracterizacdo bioquimica das PGs das diversas fontes tém sido realizadas ao longo dos
anos com énfase em seu potencial para diferentes aplicacBes industriais. No entanto,
alguns desses métodos sdo complicados, trabalhosos, demorados e caros. Além disso, a
enzima livre ndo pode ser recuperada apds multiplos usos (MENDES et al., 2011). Entdo,
técnicas que permitem uma separacédo parcial dos contaminantes e varias reutilizagdes do
biocatalizador, facilitam a sua aplicacdo e permitem a reducao de custos nos processos

industriais.
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A imobilizacdo enzimatica é uma técnica amplamente utilizada capaz de garantir
simultaneamente estas caracteristicas, podendo ser realizada pela adsor¢do, ligacdo
covalente ou encapsulamento (PETKOVA; ZARUBA; KRAL, 2012). Entretanto, alguns
fatores podem afetar a atividade enzimatica na imobilizacdo; portanto, fatores como o
modo de ligacdo, agregacdo de proteinas, microambiente, particdo, difusdo, mudancas
conformacionais e inducdo, polarizacdo molecular, agentes de ligagcdo cruzada e
flexibilidade estrutural devem ser considerados (SMITH et al., 1996). Dentre as
vantagens deste processo tem-se: aumento da atividade enzimatica, facil recuperacao de
enzimas e/ou produtos apos centrifugacdo ou filtracdo, maltiplos reuso, heterogeneidade
do sistema, rapida interrupcéo das reacOes, operacao continua e reducdo de perdas do
processo (MA et al., 2017).

Varios suportes podem ser utilizados para imobilizacdo enzimatica. Estes suportes
devem ter algumas caracteristicas como geometria interna e superficial adequada, grau
de ativacdo simples, resisténcia mecanica, etc. (SANTOS et al., 2015). Dentre eles, o
alginato, um polissacarideo natural e biodegradavel, é um suporte amplamente utilizado
devido principalmente a sua boa biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e
simples preparo (ZHOU; LI; L1, 2010). Este suporte tem sido usado para imobilizacdo de
pectinases fungicas para clarificacdo de suco principalmente em reatores de leito fixo
(OLIVEIRA et al., 2018a). As técnicas de imobiliza¢do usando alginato de célcio séo
conhecidas por serem relativamente simples e robustas, com grande valor econémico para
aplicacdes (BILAL et al., 2017).

A caracterizacdo bioquimica de enzimas é necessaria para avaliar seu potencial
biotecnoldgico (CASTRO et al., 2015), para obter informac@es relevantes em aplicagdes
industriais a fim de preservar sua atividade por um longo periodo de tempo (SOUZA et
al., 2010; KOHLI; GUPTA, 2015). Entre as informacdes mais importantes das enzimas
estdo seus parametros cinéticos e termodindmicos, cujo o uso combinado permite atraves
de ferramentas matematicas corretas predizer seu comportamento sob condi¢des ndo
testadas experimentalmente (EL-LOLY; AWAD; MANSOUR, 2007).

Baseado nisto, o presente trabalho objetivou otimizar a imobilizacdo por ligacéo
covalente da poligalacturonase do Aspergillus aculeatus URM4953 em pérolas de
alginato de calcio e comparar os parametros bioquimicos, cinéticos e termodinamicos da

enzima livre e imobilizada.
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2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Micro-organismo

Aspergillus aculeatus URM4953 foi obtido da micoteca URM da Universidade
Federal de Pernambuco. Ele foi mantido em 6leo mineral e reativado em solucéo nutritiva
contendo 1% de peptona, 2% de glicose e 0,3% de extrato de levedura. O crescimento
ocorreu a 30°C sob agitacdo de 120 rpm por 72 h. Amostras do fungo foram coletadas e
transferidas para frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo meio de cultura Czapek e
incubados a 30°C por 7 dias para esporulacdo. Por fim, os esporos foram coletados com
a adicdo de 3,0 mL de solugéo salina (0,9% de NaCl e 0,01% de Tween 80) previamente
esterilizada. A concentracdo de esporos foi determinada por contagem em camara de

Neubauer.

2.2.2 Producao de poligalacturonase por fermentacéo submersa (FS)

A poligalacturonase (EC 3.2.1.15) (PG) foi produzida pelo A. aculeatus
URMA4953 em fermentacdo submersa utilizando farinha de casca de maracuja segundo
método de Fontana, Polidoro, e Silveira (2009). Uma suspensédo a 3% de farinha de casca
de maracuja em agua deionizada foi autoclavada por 20 min a 121°C e 1 atm para extrair
a pectina e acucares redutores presente na farinha. Apos extracdo, a mistura foi filtrada
para remover os solidos suspensos. Em seguida, sais (0,7 mM de (NH4)2S0O4, 0,8 mM de
MgSQO4.7H20 e 5 mM de KoHPO4) e 10 mg/mL de extrato de levedura foram adicionados
ao sobrenadante. O meio foi novamente esterilizado em autoclave e inoculado com uma
concentracio de 10° esporos/mL. As fermentacdes foram realizadas a 30°C em frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio, sob agitacdo de 130 rpm durante 96 h.
O fermentado foi filtrado e centrifugado durante 5 min a 4000 rpm. O sobrenadante,
denominado extrato bruto enzimatico, foi coletado e armazenado sob congelamento (-
20°C).

2.2.3 Atividade enzimatica

A atividade da poligalacturonase foi determinada pelo método proposto por Miller

(1959). Neste, 500 ul do extrato bruto (para a PG livre) ¢ ou 500 pg de pérolas de
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alginato (para a PG imobilizada) foram incubados com 500 pL de pectina citrica (10
mg/mL) em tamp&o acetato pH 4,5 a 50°C por 40 min. Uma aliquota de 100 pL foi
coletada e misturada com 1,0 mL do reagente DNSA, uma solucdo constituida por acido
3,5-dinitrosalicilico a 1,0% , NaOH a 0,4 M e KNaC4H40s-4H>0 a 30% . A mistura foi
mantida sob ebulicdo durante 5 min e arrefecida em banho de gelo. A absorbancia foi
medida em um espectrofotdmetro UV-Vis, modelo SP-1105, (Spectrum, Curitiba, Brasil),
a 540 nm contra o branco. Os dados foram plotados em uma curva padréo (y = 0,0788x
+ 0,0131 e R? = 0,9997) de densidade optica versus concentragio de acido a-D-
galacturdnico como agucar redutor. Uma unidade de atividade da PG foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de &cido galacturénico por minuto

(U = umol/min).

2.2.4 Otimizacao da imobilizacéo da poligalacturonase por ligacéo covalente em pérolas

de alginato de célcio

A imobilizacdo da PG foi realizada utilizando o alginato de calcio como suporte
e o glutaraldeido como agente de ligamento. Um planejamento composto central (PCC)
foi empregado para estudar o efeito combinado de duas variaveis independentes, a
concentracdo de glutaraldeido (0,16; 0,20; 0,30; 0,40; e 0,44 M) e tempo de imobilizacao
da PG (8,8; 15; 30; 45 e 51,2 min), que foram codificados como x e y, respectivamente.
Para a sintese das pérolas uma solucédo de alginato a 0,09 M foi lentamente gotejada em
uma solucdo de cloreto de célcio (0,3 M) sob agitacdo. As pérolas formadas foram
endurecidas em uma solucéo de CaCl, durante 30 min a 4°C e lavadas com agua destilada.
Para a obtencdo de grupos reativos, as pérolas de alginato de calcio foram submersas em
solucdes de glutaraldeido com diferentes concentracGes por 2 horas a 28°C e agitadas
al20 rpm. As pérolas ativadas, foram lavadas com agua destilada e a remogdo completa
do glutaraldeido foi verificada por espectrofotometria UV-Vis a 245 nm. Em seguida,
elas foram adicionadas ao extrato bruto (com uma concentracdo de proteina 0,011
mg/mL) por diferentes tempos a 28°C e 120 rpm. Posteriormente, foram lavadas, secas e
condicionadas a 4°C. Um total de 11 combinagbes foram realizadas aletoriamente de
acordo com a configuracdo do PCC (Tabela 2.1), escolhendo o rendimento (YY) como
variavel resposta, que foi calculado como a razéo entre a atividade da PG imobilizada e a
atividade do extrato bruto (enzima livre) e expresso em porcentagem. A concentragéo de

proteina imobilizada foi determinada pelo método de Bradford (1976), definida assim
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como a diferenca de concentracdo de proteina na solucéo do extrato bruto antes e depois
da imobilizacdo.O modelo de regresséo e os termos individuais lineares, quadraticos e de
interacdo foram determinados pelo programa Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA)
com p <0,05 e utilizados para gerar a plotagem da superficie de resposta e o grafico de

Pareto.

2.2.5 Efeito do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH na atividade da PG foi avaliado a 50°C para ambas as formas da
enzima, utilizando solugbes de pectina (10 mg/mL) em diferentes tampdes, a 0,1 M,
compreendendo o acetato de sédio (pH 3,5 -5,5), fosfato-fosfato (pH5,5-7,0) e Tris-HCI
(pH 7,0 — 9,0). Para fins de comparacdo a atividade enzimatica, determinada como
descrito na secéo 2.2.3, foi expresso como atividade relativa percentual em relacdo ao seu

valor maximo.

2.2.6 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica

A influéncia da temperatura na estabilidade da PG foi investigada utilizando
aliquotas do extrato bruto enzimatico ou da PG imobilizada previamente submetidas a
diferentes temperaturas (30 a 65°C) por diferentes tempos (0; 2,5; 10; 15; 20 e 60 min) e
analisando a atividade residual da PG utilizando uma solu¢édo de pectina (10 mg/mL) em
tampdo acetato de so6dio 0,1 M pH 4,5. O efeito da temperatura na atividade da PG foi
avaliado para ambas as formas da enzima usando concentra¢des de pectina de 8 a 20
mg/mL em tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 4,5, em temperaturas de 30°C a 65°C, mas
sem qualquer incubacdo prévia. A atividade enzimatica foi expressa como atividade

relativa percentual em relagcdo ao seu valor maximo.

2.2.7 Multiplos reusos da poligalacturonase imobilizada

A PG imobilizada foi utilizada repetidamente em quatro ciclos sucessivos de
atividade enzimatica, e sua atividade residual foi determinada, conforme o descrito na
secdo 2.2.3. Depois de completar cada uso, as pérolas contendo a enzima imobilizada

foram separadas, lavadas varias vezes e adicionadas a uma nova solucdo de substrato
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(pectina citrica em tampédo acetato 0,1 M pH 4,5) para um novo ciclo de utilizacdo

(conforme o descrito na secéo 2.2.3).
2.3. Teoria
2.3.1. Parémetros cinéticos e termodindmicos da reacdo enzimatica

Os parametros cinéticos da reacdo catalisada pela PG livre e imobilizado foram
determinados em diferentes temperaturas e concentracdo de substrato, fatores estes que
mais influenciam a taxa de reacdo. Para isto, a atividade da PG foi avaliada variando a
concentracéo inicial de pectina de 8 a 20 mg/mL e a temperatura de 30 a 60°C, e a
constante de Michaelis (km) e velocidade méaxima de reacdo (Vmax) foram estimadas pelo
método grafico de Lineweaver Burk (THAKUR et al., 2010), enquanto a constante
catalitica (kcat) foi calculada como a razéo de Vmax € a concentracéo total da enzima (Eo).

Como em qualquer reacdo enzimatica, a degradacdo da pectina a 4&cido
galacturdnico ocorre em uma taxa que depende das colisdes entre as moléculas de
pectinase e pectina. No entanto, de acordo com a teoria de Arrhenius (MICHEL, 2018),
esta reacdo s6 podera comegar se as moléculas tiverem uma energia minima suficiente
para ativa-la, denominada energia de ativacdo (E*). Por se tratar de uma catalise
enzimatica a PG reduz a E* de degradacédo da pectina, acelerando a reacdo, mas E* ndo
exerce qualquer influéncia sobre a energia de Gibbs ou a constante de equilibrio (Keq) a
uma dada temperatura. Para sistemas enzimaticos como este, a uma temperatura menor
que a ideal, a equacdo de Arrhenius relaciona a taxa especifica inicial de hidrélise (ko),

que é diretamente proporcional a atividade enzimatica, a frequéncia de colisdo (Ao) e a

Ex
porcdo de colisGes que tem a energia minima para reagir (e‘ﬁ):

Ex
ko, = A,e rT (Eq. 3)
Onde R é a constante de gas e T a temperatura absoluta.
Conceitos, tais como energia livre de gibbs de ativacdo (AG¥*), entalpia (AH*) e
entropia (AS*) séo os pilares de compreensédo de varios processos biolédgicos, tais como
a reacdo enzimética, o enovelamento de proteinas e interacdo com outras moléculas

(QIAN; BEARD, 2005). Sendo assim, eles foram calculados pelas equagdes:
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AG* = —RTIn ("kb—;") (Eq. 4)
AH* = E* —RT (Eqg. 5)
AS* = (AH*T;AG*) (Eq. 6)

Onde h é a constante de Planck e ky a de Boltzmann.

No entanto, como explicado com mais detalhes na literatura (SILVA et al., 2018),
qualquer enzima pode estar supostamente sujeita a um estado de equilibrio de
desdobramento proteico, que é o mais deslocado para a direita, quanto maior a
temperatura (indicando perda da sua estrutura nativa). Assim, a uma temperatura maior
que a ideal, a forma desnaturada da enzima torna-se predominante, e 0 processo €é

governado pela equacéo:

ko = 22 exp (L) (Eq. 7)

RT

Onde 4H', é a variagdo de entalpia padrdo de equilibrio do desdobramento
proteico e B um fator pré-exponencial adicional.

E* e 4H°, foram entdo estimadas a partir linearizacdo do efeito da temperatura
sobre atividade enzimaética, antes e depois da temperatura 6tima de atuacdo da PG,
respectivamente, as quais foram obtidas plotando em um gréfico semi-log da atividade

enzimatica inicial versus 1/T.
2.3.2. Parémetros cinéticos e termodinadmicos da termoinativacéo

Apesar da aceleracdo da reacdo enzimatica, um aumento na temperatura promove
ndo apenas o desdobramento da enzima, mas também a sua desnaturacdo. A temperatura
constante, todas as enzimas de fato perdem progressivamente sua atividade em funcéo do
tempo, e quanto maior a temperatura, mais pronunciada € essa perda. Tem sido proposto
gue a taxa de decaimento da atividade enzimatica é proporcional a atividade enzimatica

e, em seguida, pode ser tratada como uma reacdo irreversivel de primeira ordem:

d
= kg A (Eq. 8)
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Onde A é a atividade da enzima, t 0 tempo de exposicdo a uma dada temperatura
e kq a constante de desnaturacdo de primeira ordem.

O valor de kq para cada temperatura, de 50 a 65°C para PG livre e de 30 a 65°C
para a PG imobilizada, foi estimada como a inclinacdo da reta do grafico semi-log da
razdo entre a atividade a um dado tempo ¢ a atividade inicial (Iny = A/A;) versus o tempo
de exposicao. A energia de ativacdo da desnaturacdo (E*q) foi estimada pela equacéo de
Arrhenius (Eq. 3), onde ko foi substituido por kq para cada temperatura.

O tempo de meia vida (ti2), o tempo de reducdo decimal (valor D) e o fator de
sensibilidade (valor Z) sdo parametros importantes adicionais que permitem compreender
mais profundamente a influéncia da temperatura no processo de desnaturacao.

O t12 € 0 tempo apos o qual a atividade enzimética sofre uma reducdo para metade
de sua atividade inicial:

1

d

O valor D € o tempo necessario para uma reducao de 10 vezes da atividade inicial
a uma dada temperatura, que esta relacionada com kq pela equacdo (LAVORENTI et al.,
2003):

p = 1o (Eqg. 10)
kq

O valor Z é a temperatura necessaria para reduzir o valor D em uma unidade de
log, que foi calculada a partir da inclinagéo da linha reta obtida pela plotagem de logD
vs. T (°C).

Os parametros termodindmicos da desnaturacdo do PG (4G *4, AH*4 e AS*4) foram

estimados pelas seguintes equacoes:

AH; = Ej — RT (Eq. 11)
AG; = —RTIn () (Eq. 12)
b*
* (AGé_AH(;)
AS; = LGa=tfa) (Eq. 13)

T
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2.4. Resultados e discussao

2.4.1 Otimizacao da imobilizacao da poligalacturonase

Os resultados de otimizacdo da PG de A. aculeatus URM4953 imobilizada em
pérolas de alginato de célcio estdo mostrados na Tabela 2.1. Esses resultados foram
bastante promissores, pois todos 0s ensaios realizados de acordo com o planejamento
composto central proporcionaram um rendimento da imobilizacao (Y) superiores a 90%,
exceto para aquele em que a PG foi imobilizada com glutaraldeido a 0,3 M por 8,8 min,
que resultou em 87,9% de rendimento. O maior rendimento da atividade na imobilizagédo
(Y = 95,1%) foi obtido utilizando glutaraldeido a 0,2 M com tempo de imobilizacdo de
45 min (Tabela 2.1), condi¢bes em que a superficie de resposta apresentou uma regido
otima (Fig. 2.1A).

Tabela 2.1. Planejamento composto central (PCC) utilizado para a otimizacdo da
imobilizacdo por ligacdo covalente da poligalacturonase de Aspergillus aculeatus
URM4953 em pérolas de alginato de célcio.

Concentracdo de  Tempo de Concentracéao Tempode Rendimento da
glutaraldeido® imobilizacdo® de glutaraldeido imobilizacdo imobilizacéo

(M)° (min)® (%)

-1 -1 0,20 15 90,4

-1 1 0,20 45 95,1

1 -1 0,40 15 90,4

1 1 0,40 45 93,6

0 0 0,30 30 93,6

0 0 0,30 30 93,9

0 0 0,30 30 93,1

0 -al 0,30 8,8 87,9

0 +a. 0,30 51,2 92,6

-0, 0 0,16 30 92,6

+a. 0 0,44 30 92,6

2 variaveis independentes codificadas.
bvalores reais das variaveis independentes.
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Fig. 2.1. Imobilizacdo por ligagdo covalente de poligalacturonase do Aspergillus
aculeatus URM4953 em pérolas de alginato de célcio. (A) Superficie de resposta do
rendimento de imobiliza¢do versus concentracdo de glutaraldeido e tempo. (B) Grafico
de Pareto mostrando os efeitos lineares e quadraticos sobre o rendimento.

A andlise estatistica revelou que o tempo foi a Unica variavel independente que
influenciou significativamente o rendimento da imobilizagéo (Fig. 2.1b). Seu efeito linear
positivo significa que um aumento no tempo de imobilizacdo até 45 min levou a um
aumento linear em Y, enquanto o valor quadratico negativo mostrou que além desse valor
a resposta diminuiu. Apesar de seu alto rendimento, uma maneira alternativa de aumentar
ainda mais este seria minimizar o tamanho das particulas, proporcionando maior area de
superficie e, consequentemente, uma maior quantidade de enzima imobilizada. No
entanto, em estudos anteriores (dados ndo mostrados), particulas menores nao resistiam
a forgas de cisalhamento.

As condi¢bes Otimas de imobilizacdo sdo descritas pela seguinte equagdo

polinomial de segunda ordem:

Y (%) =79.4 + 9.64 x - 7.19 X2 + 0.714 y - 0.00825 y? - 0.236 xy (Eq.14)

Onde x e y sdo os niveis codificados da concentracao de glutaraldeido e tempo de
imobilizagdo da PG, respectivamente. Apesar da contribuicdo ndo estatisticamente
significativa da concentragdo de glutaraldeido, mantivemos esta varidvel no modelo
matematico como respeito hierarquico do planejamento. Apesar de R? encontrado foi de

0,91, a falta de ajuste n&o foi significativa (p> 0,05).
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2.4.2 Efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade da poligalacturonase

A PG de A. aculeatus URMA4953 livre e imobilizada apresentou quase 0 mesmo
perfil de atividade versus pH, o que significa que, neste caso especifico, a estratégia de
imobilizacdo ndo exerceu influéncia significativa sobre o mesmo. A PG, na forma livre
ou imobilizada, mostrou, de fato, dois valores 6timos de pH, um sob condicéo acidas (pH
4,0) e outro sob condigédo neutra (pH 7,0) (Fig. 2A).

— PG Imobhilizada
=~ 7 PGLivre

Atividade Relativa (%)
N
o

N —e- PG Imobilizada

80 —- SN % pGLivre

NN
o
]

T

-
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o
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Temperatura °C

N
o

C
100 —®— PG Imobilizada

= * = PG Livre

N A OO
o o o o

Atividade Residual (%)

o

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura °C

Fig. 2.2. Caracterizacdo bioquimica da poligalacturonase do Aspergillus aculeatus
URM4953 livre e imobilizada por ligagdo covalente em alginato de célcio. (A) perfil da
atividade enzimatica em diferentes pH’s, (B) perfil da atividade enzimatica em diferentes
temperaturas, (C) perfil estabilidade enziméatica em diferentes temperaturas.
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Segundo Pedrolli et al. (2009) e Jayani, Saxena e Gupta (2005), o pH étimo das
PG’s pode variar de 3,0 a 5,8, para enzimas &cidas, e até 11 para enzimas alcalinas,
dependendo de varios fatores, dentre os quais o tipo de micro-organismo. Os dois valores
otimos de pH observados na Fig. 2.2A podem ser atribuidos a presenca de diferentes
isoformas de poligalacturonase, como foi demonstrado para o Aspergillus niger que
possui pelo menos sete isoformas de PG (PGI, PGII, PGA, PGB, PGC, PGD e PGE)
(NINGA et al., 2018).

Por outro lado, o perfil de atividade versus temperatura foi bastante diferente para
as formas livre e imobilizada da PG, enquanto a temperatura 6tima do extrato bruto foi
de 50°C, a imobilizacédo reduziu para 40°C (Fig. 2.2B). Tal reducdo pode ser atribuida a
presenca de contaminantes protetores no extrato bruto, que ndo reagiu com o
glutaraldeido durante o processo de imobilizacdo. Além disso, os valores de Km da PG
imobilizada foram menores que os da livre o que significa que a imobilizagdo aumentou
a afinidade da PG pela pectina citrica (ver Tabela 2.2 e discussdo na se¢do 2.4.3).

Ja a atividade residual ap6s 60 min de 30 a 40°C exibiu quase o mesmo perfil para
a PG livre e imobilizada, apresentando mais de 90% da atividade inicial em ambos os
casos (Fig. 2.2C). A temperatura 6tima da PG depende muito do micro-organismo e do
tipo de fermentacdo, geralmente variando de 30 a 70°C (KASHYAP et al., 2001;
JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; KOHLI; GUPTA, 2015). Por exemplo, Fawole e
Odunfa, (2003) e Maciel et al. (2014) relataram temperaturas étimas da PG do Aspergillus
niger e endo-PG A. niger URM4645 de 37 e 40°C, respectivamente. Enquanto que,
valores superiores (50, 55 e 80°C) foram observados por Zhang et al. (2009) para trés
endo-PG de Penicillium oxalicum.

Como a estabilidade enzimatica de longo prazo é de suma importancia para
aplicacdes industriais, foram testadas as esferas de alginato de céalcio contendo PG em
quatro ciclos sucessivos de utilizagdo. A PG imobilizada exibiu 95, 82 e 66% de sua
atividade inicial apds o segundo, terceiro e quarto ciclos, respectivamente (Fig. 2.3). Esta
perda pode ser explicada pelo acumulo de alguns compostos formados durante a reacao
e que ndo foram eliminados nas lavagens que antecedem cada ciclo apresentando uma
forte interacdo com a superficie do suporte (LAGE et al., 2016). Contudo, esses resultados
séo ainda melhores que encontrados na literatura. Por exemplo, a PG imobilizada em
alginato de célcio do Bacillus licheniformis KIBGE-IB21 preservou 80 e 65% de sua

atividade inicial ap0os 2 e 3 ciclos de utilizagdo, respectivamente (REHMAN et al., 2013,
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2016). Enquanto que, a PG do Penicillium notatum imobilizada de maneira similar
manteve 78, 74, 72 e 60% de sua atividade inicial ap6s 2, 3, 4 e 5 ciclos, respectivamente
(AMIN et al., 2017). Ja Oliveira et al., (2018a) imobilizaram uma pectinase comercial de
Aspergillus aculeatus em pérolas de alginato de calcio e foi verificado uma perda de mais
de 35% de atividade apds os quatro ciclos, enquanto que, Andriani et al., (2012) relataram
uma perda de 90% para uma celulase de Bacillus subtilis TD6 similarmente imobilizada

e reutilizada.
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Fig. 2.3. Reutilizacdo da poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URMA4953
imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de calcio.

2.4.3 Cinética da degradacéo da pectina pela poligalacturonase

Os valores da constante de Michaelis (Km), constante catalitica (kcat) e velocidade
maxima de reacdo (Vmax) da degradacdo da pectina citrica pela PG em diferentes
temperaturas estdo dispostos na Tabela 2.2

Tabela 2.2. Pardmetros cinéticos em diferentes temperaturas da poligalacturonase do
Aspergillus aculeatus URM4953 livre e imobilizada por ligacdo covalente em alginato de
calcio.

Temperatura PG livre PG imobilizada
(oc) Vm ax Km Kcat Vmax Km Kcat
(U/ml)  (mg/mL) (s1) (U/ml)  (mg/mL) (s1)
30 3,65 8,6 0,58 2,09 5,14 0,40
40 5,61 13,7 0,89 2,97 9,44 0,56
50 7,53 18,3 1,19 3,58 19,96 0,68
60 5,13 15,9 0,81 1,47 9,83 0,28
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Pode-se observar que um aumento na temperatura de 30 a 50°C aumentou
progressivamente Km, indicando a reducéo da afinidade da PG pelo seu substrato (pectina)
(RIAZ et al., 2012), tanto na forma livre como na imobilizada. Entretanto, a afinidade da
enzima imobilizada (5.14 < Km < 19.96 mg/mL) foi, em média, maior que a da livre (8.6
< Kn<18.9 mg/mL). As PG’s fingicas geralmente apresentam valores de Km entre 0,12
a 6,7 mg/mL (MOHAMED; CHRISTENSEN; MIKKELSEN, 2003), com os maiores
valores ocorrendo na presenca de contaminantes de atividade inibidora, o que
possivelmente explicaria a menor afinidade pelo substrato da enzima presente no extrato
bruto enzimatico (CORNISH-BOWDEN, 2013). O Vmax € kcat também aumentaram com
a temperatura, atingindo valores maximos a 50°C, com posterior queda (60°C), assim,
em relacdo a estes parametros a enzima livre apresentou melhor comportamento que a
enzima imobilizada.

O pior desempenho dos pardmetros cinéticos em alta temperatura (60°C), pode ter
sido causado por inimeros fatores, dentre estes, a possivel existéncia de outras enzimas
termorresistentes produzidas pelo A. aculeatus URM4953. Além disso, uma temperatura
elevada pode ter acelerado o processo de desnaturacdo, afetando assim, a reagdo

enzimatica mesmo apds o curto periodo de ensaio.

2.4.4 Termodindmica de degradacao da pectina pela poligalacturonase

A energia de ativagdo de degradacdo da pectina (E*) e a variacdo da entalpia
padrdo do desdobramento da enzima (4H2) foram estimadas em diferentes concentracbes
de pectina (8,0 a 20,0 mg/mL) (Tabela 2.3).

Tabela 2. 3. Energia de ativacdo (E*) da degradacéo de pectina pela poligalacturonase de
Aspergillus aculeatus URMA4953 e variacio de entalpia padrdo (4H"y) de equilibrio do
desdobramento da enzima estimado em diferentes concentracGes de pectina, usando a
enzima livre e a enzima imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de calcio.

n Enzima livre Enzima imobilizada
Concentracgéao de < 5 < 5
pectina (mg/mL) E AHy E AHy

(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
8,0 9,91 57,10 13,5 27,42
10,0 11,2 60,70 17,7 29,72
12,0 12,4 62,51 18,7 33,01
14,0 16,6 86,85 21,6 38,48
16,0 14,6 90,76 25,4 38,95
18,0 16,2 100,67 26,2 39,73

20,0 17,2 102,78 33,8 42,52
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Pode-se averiguar que estes parametros termodinamicos aumentaram
progressivamente com 0 aumento na concentragdo de pectina para ambas as formas da
enzima, mas para a PG imobilizada os valores de E* foram mais elevados que os da livre,
indicando que esta Ultima necessitou de menos energia para a formacdo do complexo
ativado com pectina (complexo enzima-substrato), devido a maior mobilidade que esta
forma possui, 0 que, aumenta a frequéncia de colisdo (Ao) na Eq. 3. Além disso, a maior
viscosidade do sistema que contém as pérolas de alginato, em comparagdo com a solugéao
aquosa da enzima livre, certamente impediu 0 movimento das moléculas de pectina
contribuindo, consequentemente, no aumento da energia de ativacdo (SCHOR, 1994).
Porém, os valores AH", foram menores para a PG imobilizada, o que sugere uma possivel
estabilizacdo da enzima na forma desenovelada, causada pelas mudancas proporcionadas
no processo de imobilizacdo. O que significa, que o estado de transicdo (complexo
enzima-substrato) menos favoravel da reacdo catalisada pela PG imobilizada pode ter
sido parcialmente ou totalmente inibido por uma reducéo do desdobramento da molécula
proteica. Tem sido sugerido que tal estabilizacdo da enzima em altas temperaturas
depende ndo somente de sua estabilidade intrinseca, mas também da estratégia adotada
para a imobilizacdo (PALOMO et al., 2002; MANOEL et al., 2015).

Como sabe-se, pequenos valores de E* sdo desejados para aplicagdes industriais,
pois ha uma reducdo dos custos energéticos. De maneira analoga, baixos valores de AH',
sdo indicativos do menor efeito de desdobramento proteico nos processos catalisados por
enzimas. Para ambas as formas os valores de E* sdo bastante promissores em comparacgao
com a literatura. Por exemplo, os valores de da PG livre do A. aculeatus URMA4953, nas
concentracfes mais baixas de pectina, foram muito préximos aos encontrados por
Maisuria, Patel e Nerurkar (2010) para a PG livre da Erwinia carotovora subsp.
carotovora BR1 (10,6 kJ/mol), mas sendo menor que a da preparacdo enzimatica
pectinolitica comercial Pectinase CCM (45,6 kJ/mol) (ORTEGA et al., 2004). A B-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT7082 (HEIDTMANN et al., 2012), a
endo-1,4-B-xilanase da Thermotoga petrophila (UL HAQ et al., 2012) e a invertase
extraida da Saccharum officinarum L. (cana de aglucar) (HUSSAIN et al., 2009)
apresentaram 40,96, 65,5 e 55,3 kJ/mol como valores de E*, respectivamente, assim, a
comparacdo com estas hidrolases, que também s&@o de interesse industrial, confirma a
condicgdo termodinamica favoravel da reacdo aqui estudada.

Para estabelecer a termodindmica geral de uma reagdo enzimatica deve-se
consider a energia livre de Gibbs de ativagdo (4G *) em vez da E* (SILVA et al., 2018),
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portanto, esse parametro foi estimado com o aumento da temperatura de 30 a 60°C
(Tabela 2.4). Observa-se claramente, que este parametro aumenta com a temperatura
indicando uma espontaneidade decrescente da degradacao da pectina (RIAZ et al., 2007),
mas, ao contrario do que se esperava, ndo dependeu da concentracdo de pectina sendo
apenas uma funcéo da temperatura. Os valores de 4G * obtidos com a enzima livre foram
levemente inferiores aos da imobilizada, justificando a melhor cinética representada na
Tabela 2.2.

Tabela 2.4. Energia livre de Gibbs de ativacao (kJ/mol)? da degradacdo da pectina pela
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953, na forma livre e imobilizada
covalentemente em pérolas de alginato de célcio, em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) PG livre PG imobilizada
30 75,6 76,6
40 77,1 78,3
50 78,8 80,3
60 82,0 85,4

2 A energia livre de Gibbs de ativacdo foi a mesma em todas as concentracdes de pectina
testadas (8,0-20,0 mg/mL).

No entanto, uma visdo fundamental do comportamento da PG vem da anélise dos
valores de entalpia (4H*) e entropia (45*) de ativacdo apresentados na Tabela 2.5 para
ambas as formas da enzima em diferentes temperaturas e concentracfes de pectina. Para
a PG livre quanto para a imobilizada, tanto o aumento da temperatura quanto a diminuigéo
da concentracdo de pectina levaram a uma reducdo do AH*, o que significa que o
complexo ativado estabelecido pela PG-pectina, foi mais estavel nestas condicGes (RIAZ
et al., 2007). Assim, como resultado a melhor situacdo entélpica viria da condicdo
estabelecida a 60°C e 8,0 mg/mL de concentracdo de pectina. Além disso, como esperado,
a reducdo de colisGes efetivas das moléculas de PG e pectina induzida pela imobilizacao,
os valores de AH* obtidos com a PG livre foram sempre menores em comparagdo com a
PG imobilizada.

Como sabe-se, para este tipo de sistema, A4S* estd correlacionada com o grau de
ordem (rigidez) do complexo enzima-substrato. Para este estudo, os menores valores
desse parametro foram observados a 50°C para a PG livre e 40°C para a imobilizada, que
correspondem as suas respectivas temperaturas 6timas previamente observadas (Fig.
2.2B). Menores valores de AS* (em valor absoluto), para o sistema com a PG imobilizada,
indicam que a estrutura do complexo enzima-substrato foi mais ordenada do que para a
reacdo com a enzima livre (XIONG et al., 2005; RAJOKA, 2007). No entanto, a
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contribuicdo entrdpica mais favoravel do sistema enzimatico com a PG imobilizada foi

insuficiente para superar a contribuicdo entélpica, culminando, assim em uma maior AG*,

Tabela 2.5. Entalpia (4H*) e entropia (45*) de ativacdo da degradacdo da pectina pela
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URMA4953, na forma livre imobilizada e
covalentemente em pérolas de alginato de calcio, a diferentes temperaturas e
concentragdes de pectina.

Concent(agéo Temperatura Enzima livre Enzima imobilizada
de pectina C) AH* AS* AH* AS*
(mg/mL) (kd/mol)  (I/molK)  (kJ/mol)  (I/molK)

30 7,39 -225,2 11,0 -216,4

40 7,31 -223,0 10,9 -215,2

80 50 7,22 -221,8 10,8 -215,2
60 7,14 -224,8 10,8 -224,1

30 8,71 -220,8 15,2 -202,6

40 8,63 -218,7 15,1 -201,8

100 50 8,55 -217,7 15,0 -202,3
60 8,47 -220,8 14,9 -211,6

30 9,91 -216,9 16,2 -199,2

40 9,82 -214,9 16,1 -198,5

120 50 9,74 -214,0 16,1 -199,0
60 9,66 -217,3 16,0 -208,4

30 14,1 -203,1 19,1 -189,8

140 40 14,0 -201,5 19,0 -189,5
’ 50 13,9 -201,0 18,9 -190,3
60 13,8 -204,7 18,8 -199,9

30 12,10 -209,7 22,9 -177,0

40 12,01 -207,9 22,9 -177,1

16,0 50 11,93 -207,2 22,8 -178,3
60 11,85 -210,7 22,7 -188,3

30 13,73 -204,3 23,7 -174,5

18.0 40 13,65 -202,7 23,6 -174,6
’ 50 13,56 -202,1 23,5 -175,9
60 13,48 -205,8 23,5 -186,0

30 14,72 -201,0 31,3 -149,5

40 14,64 -199,5 31,2 -150,4

200 50 14,55 -199,1 31,1 -152,5
60 14,47 -202,8 31,0 -163,2

Como concluséo para esta se¢do, a combinacdo dos parametros termodinamicos
da degradacdo da pectina pela PG do A. aculeatus URM4953 levou a uma condicédo de

eficiéncia um pouco mais favoravel (4H*), grau de ordem (45*) e espontaneidade (AG*)
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a 30°C e 8,0 mg/mL de pectina, sendo mais efetivo para a enzima livre do que a

imobilizada.

2.4.5 Cinética da inativacéo térmica da poligalacturonase

Nos processos industriais, as enzimas estdo sujeitas a desnaturagcdo sob variacao
de temperatura e exposi¢do prolongada a estas. Alguns parametros podem ser estimados
para controlar a inativacao das enzimas e evitar, ou pelo menos reduzir, sua desnaturacao
prematura, enquanto os parametros de ativacdo descritos anteriormente sdo Uteis para
descrever as reacOes catalisadas por eles.

Devido a inativagdo térmica, a atividade enzimatica se torna uma funcéo do tempo
e da temperatura, além de outros fatores, como a estratégia de imobilizacdo. Apos o
aquecimento, algumas enzimas comecam a perder sua atividade, o que progride
gradualmente ao longo do tempo. Uma vez que, um aumento de temperatura leva a um
aumento na vibracdo das moléculas, assim, as ligac6es de hidrogénio sdo mais facilmente
quebradas, e a perda da atividade da enzima se torna mais pronunciada.

A estimativa da constante de inativacdo de primeira ordem (kq) da PG livre ndo
foi bem-sucedida em temperaturas abaixo de 50°C, provavelmente devido a presenca de
alguns contaminantes no extrato bruto que o afetou fortemente o processo desnaturante.
Entdo, tal parametro cinético foi estimado de 50 a 65°C para a PG livre, e de 30 a 65°C
para PG imobilizada (Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Parametros cinéticos da inativacdo térmica da poligalacturonase de
Aspergillus aculeatus URMA4953, na forma livre e imobilizada covalentemente em
pérolas de alginato de calcio, a diferentes temperaturas.

Enzima livre Enzima imobilizada
Temperatura
(°C) Kd R2 t1/2 D Z Kd R2 t1/2 D Z
(min*) (min) (min) (°C) | (min™) (min) (min) (°C)
30 *x *x *x *x 0,004 094 177,7 590,5
40 *x ** *x ** 0,009 097 729 2424
50 0,007 0,94 100 333 0,030 0,99 229 76,2
55 0,013 093 52,1 173 4,6 0,049 0,97 139 46,4 9,5
60 0,068 0,99 119 394 0,085 0,99 81 27,1
65 0,161 0,97 4,29 1473 0,146 097 4,7 15,7

** Nao foi possivel determinar Kg.
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A PG imobilizada apresentou maiores valores de kq que a PG livre, o que significa
que a temperatura afetou mais a atividade na primeira que esta Ultima. Além disso, a meia
vida (t12) e o tempo de reducdo decimal (valor D) da PG livre foram maiores,
provavelmente porque, com a imobilizacdo a enzima ficou mais exposta na superficie da
pérola. Isto, corrobora como o aumento do fator de sensibilidade (valor Z) resultante da
imobilizacdo (Tabela 2.6). Maisuria, Patel e Nerurkar (2010) encontraram um ti» de 99
min a 50°C para a PG livre de E. carotovora subsp. carotovora, praticamente coincidente
como o do presente estudo (100 min), enquanto que, Ortega, Diego e Perez-Mateos

(2004) relataram um ty> de apenas 28,88 min para a Pectinex 3XL na mesma temperatura.

2.4.7 Termodindmica de inativacdo térmica da poligalacturonase

A energia de ativacdo da termoinativacao irreversivel (E*q) foi de 188,9 e 89,7
kJ/mol para a PG livre e imobilizada, respectivamente, o que significa que a enzima livre
necessitou de mais energia para ser desnaturada. Uma grande variabilidade nos valores
de E*q pode ser encontrada na literatura para enzimas pectoliticas. Por exemplo, Basu et
al. (2008) encontraram um menor valor de E*y (50,52 ki/mol) para a pectato liase de
Bacillus pumilus DKS1, enquanto, Dogan, Tari e gogus (2007) relataram um valor de
151,81 kJ/mol para a PG do Aspergillus sojae. Ainda, vale salientar que altos valores de
E*q sdo muito desejados em aplicacdes de enzimas industriais, pois evidenciam uma
elevada termoestabilidade, embora, em algumas preparacGes alimenticias como a pasta
de tomate, a desnaturacdo de PG seja preferivel porque pode fornecer mudancas
organolépticas indesejadas ao produto final (FACHIN et al., 2003).

Tabela 2.7. Energia livre de Gibbs de ativacdo (4G*y, kJ/mol), entalpia de ativagédo
(4H*4, kd/mol) e entropia de ativagdo (4S*i, J/mol.K) da termoinativagdo da
poligalacturonase do Aspergillus aculeatus URMA4953, na forma livre e imobilizada
covalentemente em pérolas de alginato de célcio, a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) PG livre PG imobilizada
AG*y  AH*q  AS™q AG*y  AH*q AS™*q
30 ** ** ** 98,59 86,55 -39,71
40 xx xx xx 99,60 86,46 -41,96
50 103,69 186,17 255,25 | 99,76 86,38 -41,40
55 103,55 186,13 251,65 | 99,99 86,34 -41,61
60 101,10 186,09 255,10 | 100,07 86,30 -41,34
65 99,81 186,05 255,04 | 100,08 86,26 -40,88

** Nao foi possivel determinar energia livre de Gibbs de ativacéo, a entalpia de ativagédo

e a entropia de ativagdo da termoinativacao.



57

O conhecimento geral da desnaturacdo térmica enzimatica requer uma visao geral
de todos os pardmetros termodinamicos além da E*qs (HEIDTMANN et al., 2012),
exatamente como enfatizado na secdo 2.4.4 para a reagéo catalisada pela PG. A entalpia
de ativagdo de termoinativacdo irreversivel (4H*q), estd relacionada ao nimero de
ligacbes ndo covalentes quebradas durante a desnaturacdo (ORTEGA; DE DIEGO;
PEREZ-MATEOQS, 2004), para este estudo foi encontrado para este parametro valores
entre 186,05-186,17 e 86,26-86,55 kJ/mol (Tabela 2.7), para a PG livre e imobilizada,
respectivamente. Assumindo que a energia média de uma ligacdo ndo covalente, que
compreende a ligacao de hidrogénio, pareamento de ions, interacdes hidrofdbicas e forcas
de van der Waals (todas estas contribuem para manter a forma nativa e funcional da
enzima) (ANFINSEN, 1973), é de aproximadamente 5,4 kJ/mol (PACE, 1992), assim,
aproximadamente 35 e 16 ligacBes ndo covalentes foram quebradas e causaram a
desnaturacdo da PG livre e imobilizada, respectivamente.

A entropia de ativacdo da termoinativacdo (4S*q) encontrada manteve-se entre
251,65 a 255,25 e -41,96 a -39,71 J/mol.K (Tabela 2.7) para a PG livre e imobilizada,
respectivamente. Seus respectivos sinais positivos e negativos significam que a
desnaturacao foi espontanea no primeiro caso, mas nao espontanea no segundo. Em outras
palavras, além do efeito de estabilizacdo do desdobramento da enzima, ja descrito, a
imobilizacdo pode ter reduzido o grau de ordem do estado de transicdo da etapa
subsequente de desnaturacdo (MELIKOGLU; LIN; WEBB, 2013), aumentando assim, a
termoestabilidade da enzima. Este fendbmeno explica o motivo da PG imobilizada exibir
alta atividade durante o segundo e terceiro ciclo sucessivo de uso (Fig. 2.3), mesmo em
testes de 40 min a 50°C (ver secdo 2.2.3). Os valores de AS*y muito mais baixos
observados para a termoinativacdo enzimatica da PG imobilizada, comparados com os da
livre, confirmam a drastica reducdo do grau de desordem na ruptura da estrutura da
enzima (HERNANDEZ-MARTINEZ et al, 2011) esperado pelo processo de
imobilizagdo. Alguns autores atribuem os valores negativos de 45*; ao fendmeno de
compactacdo da molécula enzimética, que seria produto de inimeros fatores, como, a
formacdo de particulas carregadas ao redor da enzima, do efeito de ordenagdo das
moléculas do solvente (GUMMADI; PANDA, 2003), ou mesmo devido a influéncia do
pH (NAIDU; PANDA, 2003; MAISURIA; PATEL; NERURKAR, 2010), mas este
ultimo ndo se aplicam neste caso. Fernandez-Lopez et al., (2017) sugeriram que 0
aglomeramento proteico devido ao processo de imobilizacdo pode reduzir a mobilidade,

aumentando, possivelmente, a estabilidade da enzima.



58

A Tabela 2.7 também apresenta os valores da energia livre de Gibbs de ativagédo
da termoinativacao (4G *4) em temperaturas de 50 a 65°C para a PG livre e de 30 a 65°C
para a PG imobilizada. Este pardmetro, que é diferente para os estados nativo e
desnaturado da enzima, indica o quanto a conformacao nativa (e funcional) ainda esta
preservada (HEIDTMANN et al., 2012). Pode-se atestar que 4G *4 para a PG imobilizada
foi sempre menor que para a PG livre, o que significa que, apesar de uma contribuicdo
entrépica mais favoravel, as moléculas de enzima ligadas a superficie externa das pérolas
de alginato foram menos protegidas que as enzimas na forma livre contra as condicdes
adversas do ambiente circundante, mostrando assim uma contribuicdo entalpica mais
desfavoravel (menos de metade do valor corresponde a 4H*q). No entanto, 4G *4 da PG
livre diminuiu com o aguecimento, o que significa que a desnaturacdo da PG foi um
processo espontaneo tendendo a um valor minimo no equilibrio (ALBERTY, 2006),
enquanto 0 4G*q¢ da PG imobilizada aumentou com o aquecimento, mostrando melhor
termoestabilidade durante as repetidas utilizagdes (Fig. 2.3).

Com base nestas observacdes, a inativagao térmica da PG ao longo do tempo pode
ser descrita pelo esquema geral como N 1) <> 2) U — «s) D (CARVALHO et al., 2003),
onde N € o estado nativo, U é o estado desdobrado reversivel, e D é o estado desnaturado
irreversivel final. Quando a PG estd presente na forma livre, este modelo pode ser
convertido em um modelo de passo unico (N — D) assumindo que K1, k2 e ks séo todas
constantes cinéticas de primeira ordem e ks >> k. Neste caso, nenhum equilibrio entre N
e U € estabelecido durante a desnaturacdo. Portanto, todas as moléculas U formadas sédo
preferencialmente convertidas em D em vez de redobradas para formar N. A concentracao
de moléculas U é insignificante neste caso, e a desnaturacdo depende apenas de ki. No
entanto, depois de imobilizado, a PG tem o k2 aumentado, deslocando o equilibrio para a
esquerda. Entdo, ap0s o resfriamento, o0 enovelamento ocorre espontaneamente.

Os parametros termodindmicos estimados neste estudo para a termoinativacao da
PG imobilizada estdo relativamente préximos aos descritos Ortega et al. (2004) para uma
pectinase comercial (Pectinex 3XL) em sua forma livre (4H*q =157 kJ/mol, 103 <AG*4
<99,8 kJ/mol e 45*4=176 J/mol.K). Por outro lado, Oliveira et al., (2018b) observaram
um comportamento diferente para os parametros termodinamicos de uma pectinase
comercial de A. aculeatus. Enguanto, que no presente trabalho 4G *4 da pectinase livre
diminuiu com o aumento da temperatura devido a desnaturacdo, a da pectinase livre de

A. aculeatus aumentou de 101,8 para 104,7 kJ mol denotando termoestabilidade especial,
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mas aquela da enzima aprisionada nas pérolas de alginato manteve-se quase constante
(100,77 < 4G*4 < 100,60 kJ/mol).

Outras enzimas industriais relatadas na literatura se comportaram de forma
semelhante a enzima livre, aqui estudada. Um aumento na temperatura levou a um
decréscimo do 4G*¢ de uma lipase de Penicillium notatum de 104,54 a 97,82 kJ/mol
(REHMAN et al.,, 2017) e de uma ciclodextrina glicosiltransferase de Bacillus
amyloliquefaciens de 71,72 a 70,10 kJ/mol (ABDEL-NABY; FOUAD; REYED, 2015).

2.5. Conclusao

Uma nova poligalacturonase de A. aculeatus URM4953 (PG) foi covalentemente
imobilizada em pérolas de alginato de calcio, com um rendimento de 95% sob condi¢Ges
otimizadas. A enzima imobilizada exibiu os mesmos valores 6timos de pH que a livre
tanto em condic¢do &cida (pH 4,0) quanto neutra (pH 7,0), mas sua temperatura 6tima
(40°C) foi 10°C mais baixa. Ambas as PG’s foram estaveis até 40°C, preservando mais
de 90% de sua atividade inicial. Os parametros cinéticos mostraram que, embora o PG
imobilizada tivesse mais afinidade pela pectina que a PG livre, foi um pouco menos eficaz
na sua degradacdo. Os parametros termodinamicos da inativacdo térmica da enzima
sugeriram que sua desnaturacdo foi principalmente reversivel, permitindo até quatro
ciclos de reutilizagcdo. As PG’s, livre e imobilizada, apresentaram um desempenho

satisfatorio com grande potencial para futura exploracao industrial.
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RESUMO

A cinética e termodinamica a de degradacdo da pectina presente no suco de caju pela
poligalacturonase (PG), oriunda do Aspergillus aculeatus URM4953, imobilizada
covalentemente em pérolas de alginato de célcio foram investigadas para melhor
compreensdo deste fendmeno. No suco de caju a atividade da PG imobilizada foi mais
pronunciada na temperatura de 20°C, apresentando um Vmax de 58,71 mg/ml/min, uma
Keat de 166,2 s e um Kos de 112,9 mg/mL. A enzima neste substrato apresentou
comportamento alostérico, logo o modelo cinético utilizado para estudo da cinética
enzimatica de hidrolise da pectina foi descrito pela Equagdo de Hill. O nimero de Hill
aumentou de 3 para 5 (20 a 50°C), evidenciando um mecanismo de cooperagdo positiva.
A cinética de degradacdo em funcdo do tempo mostrou alto ajuste, permitindo a predicao
do processo de hidrélise da pectina em suco de caju. A energia de ativacdo (E*) e a
entalpia padréao de equilibrio de desdobramento (4H°) da reagdo foram de 80,31 e 16,57
kJ/mol, respectivamente. Corroborando com os resultados cinéticos, a hidrolise da
pectina do suco catalisada pela PG apresentou maior espontaneidade a 20°C, exibindo
assim um A4G,* AH* e A45* de 59,3 kd/mol, 77,9 ki/mol e 63,4 J/K.mol, respectivamente.
Assim, a PG imobilizada apresentou desempenho satisfatorio na hidrélise da pectina de

suco de caju, necessitando de baixa temperatura para atuar de maneira 6tima.

Palavras-chave: Suco de caju; hidrdlise da pectina; Poligalacturonase; Aspergillus

aculeatus URM4953; Termodinamica; Cinética.
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ABSTRACT

The kinetics and thermodynamics of pectin hydrolysis in cashew apple juice by
polygalacturonase (PG) from Aspergillus aculeatus URM4953 covalently-immobilized
on calcium alginate beads were investigated. Immobilized-PG activity in cashew apple
juice was the highest at 20°C, showing a Vmax 0f 58.17 mg/ml/min, Kca of 166.2 s and
Kos of 112.9 mg/mL. Since the enzyme exhibited allosteric behavior, hydrolysis kinetic
in function of pectin concentration was modeled by the Hill Equation. Hill coefficient
increased from 3 to 5 (20 to 50°C), evidencing a positively cooperativity mechanism.
Degradation kinetic in function of time displayed high adjustment being predictable for
pectin hydrolysis in cashew apple juice. Activation energy (E*) and unfolding standard
enthalpy (4H°y) of the reaction were 80.31 and 16.57 kJ/mol, respectively. Consistently
with kinetic results, PG-catalyzed pectin hydrolysis had maximum spontaneity at 20°C,
exhibiting 4G*, AH* and entropy 45* of 59.3 kJ/mol, 77.9 kJ/mol and 63.4 J/K.mol,
respectively. Immobilized PG showed satisfactory performance in the hydrolysis of

cashew apple juice pectin requiring low temperature to act optimally.

Keywords: Cashew apple juice; pectin hydrolysis; Polygalacturonase; Aspergillus

aculeatus URM4953; Thermodynamics; Kinetics.
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3.1. Introducéo

O cajueiro (Anacardium occidentale) é uma planta nativa ao bioma brasileiro
caatinga. No entanto, atualmente, estd amplamente disponivel em varios paises da Asia,
Africa e América central (BRITO; SILVA; RODIGUES, 2018). Esta planta produz um
fruto comercializado em todo mundo, a castanha. Seu pseudofruto, o pedunculo,
conhecido como como caju, € um importante subproduto da industria de processamento
de castanha de caju, e devido ao seu contetdo de vitaminas, agUcares, minerais,
aminodcidos, fibra alimentar, cido ascorbico, carotendides, acidos fendlicos, flavondides
e taninos, é considerado um alimento funcional que apresenta alta atividade antioxidante
(DAS; ARORA, 2017).

O suco de caju é amplamente consumido no Brasil, mas o aumento de sua
participacdo no mercado externo depende da capacidade de melhorar tecnologicamente
seu processamento (QUEIROZ et al., 2011). Alguns pesquisadores tem reportado alguns
métodos de clarificacdo utilizando a microfiltracdo (BRON et al., 2005) e agentes
clarificadores (DEDEHOU et al., 2015). No entanto, a pesquisa sobre a hidrolise
enzimatica da pectina em diferentes sucos ainda € muito escassa.

As poligalacturonases (EC 3.2.1.15 e EC 3.2.1.67) séo as pectinases mais
importantes na degradacao da pectina, este substrato éum heteropolissacarideo complexo
constituido de moléculas longas e ricas em acido a-D-galacturdnico (KOZIOL et al.,
2017). As PG’s enzimas sdo de grande interesse comercial devido a sua agéo hidrolitica
na cadeia polimérica pectinica, que quebra as liga¢oes glicosidicas a1-4 (SOUZA et al.,
2010). Apesar de serem amplamente utilizadas nas industrias alimenticias para extracéo
e clarificacdo de vinhos e sucos de frutas (SIEIRO et al., 2012; CERRETI et al., 2017),
fermentacdo de café e cha (UENOJO; PASTORE, 2007) e extracdo de 0Oleos vegetais
(CHEN et al., 2018), elas podem ser usadas para degomagem de fibra (HABRYLO et al.,
2018), industria de papel (KOHLI; GUPTA, 2015) e tratamento de &guas residuais
(MAHESH et al., 2016).

No entanto, o uso da enzima livre em processos industriais ndo permite a sua
recuperacdo, para multiplos usos (MENDES et al., 2011). Deste modo, a imobilizacao
facilita a aplicacéo e a reutilizacdo do biocatalisador, permitindo a redugdo de custos.
Algumas vantagens adicionais da imobilizagdo enzimatica sdo: o aumento da atividade
enzimaética, facil recuperacdo da enzima apés centrifugacgéo ou filtragdo, heterogeneidade

do sistema, rapida interrupcao da reacéo e operacdo continua nos diferentes biorreatores
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(MA et al., 2017). Entre os varios suportes adotados para a imobilizacdo enzimatica, o
alginato, um polissacarideo biodegradavel, é amplamente utilizado devido a sua boa
biocompatibilidade, baixo custo, facil disponibilidade e simples preparo (ZHOU,; LI; LI,
2010).

Muitas pesquisas tém sido relatadas pela literatura investigando as caracteristicas
bioquimicas de enzimas industriais, uma vez que permitem obter informagfes sobre sua
atividade ao longo do tempo (KOHLI; GUPTA, 2015), avaliar seu potencial
biotecnologico (CASTRO et al., 2015a) e predizer seu comportamento sob condi¢fes nao
testadas experimentalmente (EL-LOLY; AWAD; MANSOUR, 2007). No entanto, estas
investigagBes foram usualmente realizadas utilizando reagentes de pectina citrica ou
acidos galacturénicos, que apresentam alto conte(do de pureza e grau analitico. Além
disso, na maioria dos estudos cinéticos sobre a hidrdlise da pectina, o material da pectina
é preliminarmente isolado dos sucos de frutas, distanciando um pouco 0s experimentos
da situacéo real (NINGA et al., 2018).

Muitos fatores podem influenciar e alterar o comportamento da enzima em um
processo real, ou seja, a presenca de alguns inibidores, ions e carboidratos no suco, pode
afetar a atividade enzimatica, pela ligacdo destes a o sitio catalitico da enzima ou reacao
com a estrutura desta biomolécula (PAN et al., 2015; TOUNSI et al., 2016). Além disso,
0s parametros cinéticos e termodinamicos informam o mecanismo e o comportamento da
reacao, que sdo necessarios para projetar reatores industriais com sucesso.

O caju é uma fruta nutritiva que necessita de atencdo especial durante o
processamento, pois sua composi¢do quimica e caracteristicas sensoriais podem ser
afetadas por fatores fisicos, quimicos, bioquimicos e microbiol6gicos (DAS; ARORA,
2017). Entdo, a busca por enzimas com caracteristicas especiais, como a baixa
temperatura 6tima de atuacao, € muito importante para que a hidrdlise da pectina em seu
suco seja bem-sucedida.

Com base nisto, o presente trabalho teve como objetivo determinar os parametros
cinéticos e termodindmicos da hidrolise da pectina de suco de caju por meio da
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em

pérolas de alginato de calcio.
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3.2. Materiais e métodos

3.2.1 Micro-organismo

O Aspergillus aculeatus URM4953 foi obtido da micoteca URM da Universidade
Federal de Pernambuco. Este foi mantido em 6leo mineral e reativado em solucdo
nutritiva contendo 1% de peptona, 2% de glicose e 0,3% de extrato de levedura. Neste, 0
crescimento ocorreu a 30°C sob agitagdo de 120 rpm por 72h. Amostras do fungo ja
ativado foram coletadas e transferidas para frascos erlenmeyers de 125 mL contendo meio
de cultura Czapek e incubados a 30°C por 7 dias para esporulagdo. Por fim, 0s esporos
foram coletados com a adi¢do de 3,0 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl e 0,01% de
Tween 80) previamente esterilizada. A concentracdo de esporos foi determinada por

contagem em camara de Neubauer.

3.2.2 Producéo de poligalacturonase por fermentacdo submersa (FS)

A poligalacturonase (EC 3.2.1.15) (PG) foi produzida pelo A. aculeatus
URMA4953 em fermentacdo submersa utilizando farinha de casca de maracuja segundo
método de Fontana, Polidoro, e Silveira (2009). Uma suspenséo a 3% de farinha de casca
de maracuja em agua deionizada foi autoclavada por 20 min a 121°C e 1 atm para extrair
a pectina e agucares redutores presentes na farinha. Apds extracdo, a mistura foi filtrada
para remover os sélidos suspensos. Em seguida, sais (0,7mM de (NH4)2SO4, 0,8mM de
MgS0s4.7H20 e 5mM de K2HPOg4) e 10 mg/mL de extrato de levedura foram adicionados
ao meio. O meio novamente esterilizado em autoclave. Com isto, o meio foi inoculado a
uma concentragdo de 10° esporos/mL e a fermentacéo foi realizada a 30°C em frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio, sob agitagcdo de 130 rpm durante 96h.
O fermentado foi filtrado e centrifugado durante 5 min a 4000 rpm. O sobrenadante,
denominado extrato bruto enzimatico, foi coletado e armazenado sob congelamento (-
20°C).
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3.2.3 Atividade enzimética

A atividade da poligalacturonase foi determinada pelo método proposto por Miller
(1959). Neste, 500 pg de perolas de alginato, contendo a enzima imobilizada, foram
incubados com 500 pl de pectina citrica (10 mg/mL) em tamp&o acetato pH 4,5 a 50°C
por 40 min. Uma aliquota de 100 pl foi coletada e misturada com 1,0 mL do reagente
DNSA, uma solucéo constituida por acido 3,5-dinitrosalicilico a 1,0%, NaOH a 0,4 M e
KNaC4H406-4H>0 a 30%. A mistura foi mantida sob ebuli¢cdo durante 5 min e arrefecida
em banho de gelo. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro UV-Vis, modelo
SP-1105, (Spectrum, Curitiba, Brasil), a 540 nm contra o branco. Os dados foram
plotados em uma curva padrio (y = 0.0166 + 0.0842 x; R? = 0.999) de densidade optica
versus concentra¢do de acido a-D-galacturdnico como agUcar redutor. Uma unidade de
atividade da PG foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol

por mL de acido galacturonico por minuto (U = pmol/mL/min).

3.2.4 Imobilizacéo covalente da poligalacturonase em pérolas de alginato de calcio

A imobilizacdo do PG foi realizada utilizando alginato de s6dio como suporte € 0
glutaraldeido como agente de ligamento. A solucdo de alginato de sédio 0,09 M foi
lentamente gotejada em uma solucédo de cloreto de célcio 0,3 M sob agitacdo. As pérolas
formadas foram endurecidas durante 30 min a 4°C e entdo lavadas com agua deionizada.
Para ativacdo, as pérolas de alginato de calcio foram submergidas em solucdo de
glutaraldeido 0,2 M durante 2 h a temperatura ambiente e agitadas a 120 rpm. As pérolas
ativadas foram entéo lavadas com agua deionizada e a remog¢édo completa do glutaraldeido
foi verificada por espectrofotometria a 245 nm. Em seguida, elas foram adicionadas a
uma solucdo de extrato bruto (0,011 mg/mL de proteina), a uma proporcao de 1 g de
pérolas para cada mL de extrato bruto enzimatico, por 45 min em temperatura ambiente
a 120 rpm. Entdo, as pérolas foram lavadas com agua deionizada, secas em peneira e

armazenadas a 4°C em recipientes hermeticamente fechados.
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3.2.5 Determinacéo da concentracao de pectina

A concentragdo de pectina presente no suco de caju foi determinada pelo método
de Mccomb; Mccready, (1952) com algumas modificagdes. Neste, 50 puLL do suco de caju
foi desesterificado pelo uso de uma solucgédo 0,05 M de NaOH. Em seguida, foi acrescido
6 mL de H2SO4, previamente resfriado em banho de gelo. A mistura formada foi mantida
10 minutos em banho de agua fervente. Posteriormente, 500 uL da solugéo de carbazol a
0,15% foram adicionados e a reacdo foi estabilizada durante 30 min a temperatura
ambiente, a pectina foi medida, em mg/mL de agUcares redutores, em espectrofotometro
UV-Vis, com uso de curva de calibracdo y = 0,3429 x - 0,1911 (R? = 0,996), utilizando o
acido a-D-galacturénico como padro.

3.2.6 Cinética de degradacao da pectina em suco de caju

O Suco de caju foi obtido pela trituracdo deste em liquidificador, seguido de
filtracdo em peneira para remover os residuos solidos remanescentes, seguindo para
armazenamento a -20°C até o uso. A hidrélise da pectina foi realizada misturando 1,0 ¢
das pérolas de alginato de calcio, contendo a PG imobilizada, para cada 5mL de suco de
caju (contendo 30% do suco integral de caju, tendo-se uma concentracdo de pectina de
163 mg/mL). A mistura foi submetida a agitacdo sob diferentes temperaturas durante 2h.
Para determinar a temperatura 6tima de hidrélise da pectina em suco de caju, a velocidade
de hidrdlise pela PG imobilizada foi analisada em uma faixa de temperatura de 10-50°C.
Para fins comparativos, a taxa de reacdo foi expressa como a atividade relativa percentual,
em relacdo ao seu valor maximo.

A velocidade de reacdo foi determinada pela equacao:

[S1—[S]i
tr—to

(Eq. 15)

Onde [S];i é a concentracdo inicial de agucar redutor no inicio da reacédo (to) e [S]¢
o teor de agucar redutor final (tf).
A cinética de degradagéo da pectina de suco de caju ao longo do tempo (120 min),

em intervalos de 10 min, foi determinada a 20, 40 e 50°C, através do fitting da curva
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obtida pelo os dados experimentais usando a equacdo de Ghose-Walseth
(VALLDEPERAS et al., 2000), através do software Origin 8.0 ((OriginlLab,
Northampton, MA, EUA):

P = kt™ (Eg. 16)

Onde P ¢ a concentracdo de agUcar redutor (mg /mL) num dado tempo t (minuto),
k é a constante cinética, e m o parametro caracteristico do complexo enzima-substrato

estudado.

3.2.7 Caracterizacao Fisico-Quimica do suco

Foram analisados os sélidos sollveis totais (SST), medidos usando um
refratdmetro manual e expressos em °Brix, 0 pH, que foi medido por meio de um medidor
digital de pH (Tecnal, Piracicaba, Brasil), a cor do suco de caju foi determinada pela
medicdo da absorbancia a 420 nm (RAI; DE, 2009) usando o mesmo espectrofotdmetro

mencionado anteriormente.

3.3. Teoria

3.3.1. Parémetros cinéticos e termodinamicos da acdo da PG sobre a pectina do suco de

caju

Os parametros cinéticos de reacdo catalisada pela PG imobilizada foram
determinados em diferentes temperaturas (20, 40 e 50°C) e concentrac6es de pectina (27-
190 mg/mL), com o objetivo de determinar a concentragdo de pectina em suco de caju
onde se obtenha a velocidade maxima de catalise (Vmax) que satisfaca a proporcdo de 1 g
de PG imobilizada em esferas de alginato para cada 5 mL de suco de caju (Segéo 3.2.5).

Por um mecanismo distinto das enzimas multiméricas, algumas enzimas
monoméricas (como as PG’s) exibem uma resposta ndo michaeliana, ou seja, apresentam

um desvio da curva hiperbdlica, da cinética enzimatica, para um modelo sigmoidal que
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pode ser estudada de acordo com Hill, (1910). Tal modelo assume que a enzima pode ter
multiplos substratos ou sitios de ligacdo, e que uma enzima pode sofrer uma mudanca
conformacional ou elétrica quando ligada a uma molécula de substrato, alterando assim
a afinidade dos outros sitios cataliticos disponiveis, este fenédmeno é chamado de
cooperatividade (NINGA et al., 2018).

Segundo Porter e Miller (2012), a cooperatividade correlaciona uma variedade de
mecanismos cataliticos e a influéncia nas propriedades termodindmicas e cinéticas da
enzima. Para enzimas que exibem multiplos sitios de ligacao, tais efeitos sdo observados
pela afinidade de uma nova ligacéo de ligando (molécula de substrato) que ocupa um sitio
estrutural distinto. Por outro lado, a cooperatividade também pode ocorrer no sitio de
ligacdo de ligante Unico, devido a uma alteragdo induzida no Unico sitio catalitico.

A hidrdlise de pectina pela PG pode ser descrita pelo seguinte esquema geral:

E — nS kay ka)ES — E+Pq. (Eq. 17)

Onde E é a enzima, S o substrato, n o nimero de Hill que é o numero de sitios de
ligacdo e assim representando a cooperatividade, ES é o complexo enzima-substrato e Pqg
0 produto. ka e kq sdo constantes de primeira ordem de associagdo e dissociagdo (do
complexo enzima-substrato) no equilibrio de hidrdlise, respectivamente. A constante ka
corresponde a afinidade da enzima e pode ser representada pela Eq. 18 (NIHEI; NODA,;
MORALES, 1961):

k, = (Eg. 18)

Entdo, quanto maior for a concentracdo de ES, maior € ki, consequentemente,
maior é a afinidade.

Assumindo um estado estacionario, a fracdo de sitios ativos ocupados (0) é
definida como a razdo entre a concentracao de sitios ativos ligados e a concentracao total
de enzima nas formas livre e ligada ao substrato (NOOR et al., 2013):

0 = (Eq. 19)

Substituindo-se [ES] descrito na Eq. 17 na Eq. 18, tem-se:

s
0 = ST (Eg. 20)
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Onde, 1/ka € igual a constante de dissociacdo k4. Entdo, rearranjando e

expressando em forma logaritmica, obtém-se a equag&o de Hill linearizada:

log |2 = nlog[s] — logk, (Eq. 21)

No entanto, uma versdo modificada da equacdo de Michaelis-Menten (Eq. 22), ou
na sua forma linearizada (Eg. 23), baseadas na formulacdo desenvolvida por Hill, é

preferida para fins experimentais:

VT KosmH I (Ea. 22)
log [Vm:x_V] = nlog[S] — nlogk s (Eq. 23)

Onde a velocidade de reacdo maxima (Vmax), @ concentracao do substrato quando
a taxa de reacdo é metade do seu valor maximo (Kos) € 0 numero de Hill (n) foram
calculados através do fitting da curva no software Origin 8.0 (OriginLab, Northampton,
MA, EUA), dos dados experimentais da velocidade de reacdo plotados em funcdo a
concentracéo de pectina de acordo com a Eqg. 23.

Os parametros cinéticos, restantes, e os termodinamicos (energia de ativacdo,
variacdo de entalpia padrao de equilibrio, constante catalitica, energia livre de Gibbs de
ativacdo, entalpia e entropia) da reacdo de hidrélise da pectina de suco de caju foram
determinados e analisados como descrito na sec¢ao 2.3 do capitulo 1 deste trabalho.

3.4. Resultados e discussao

3.4.1 Temperatura 6tima e parametros cinéticos da hidrdlise da pectina

Como visto no capitulo 1 nos estudos utilizando a pectina citrica como substrato,
a PG livre do Aspergillus aculeatus URM4953 apresentou uma temperatura 6tima de
50°C. Enquanto que, quando imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de
calcio apresentou uma queda na temperatura 6tima para 40°C, mas garantiu a retengéo de
mais de 90% de sua atividade inicial apds 60 min a esta temperatura. Além disso, 0s

parametros termodindmicos da termoinativacdo da PG imobilizada sugeriram um
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mecanismo predominante de desdobramento reversivel, permitindo quatro ciclos
sucessivos de uso da enzima imobilizada com apenas 34% de perda de atividade a 50°C
por 40 min.

No entanto, ao contrario dos resultados apresentados com a pectina citrica (que
foi o substrato utilizado em todos os estudos do capitulo 1), o suco de caju contém muitos
outros compostos que podem influenciar a hidrolise da pectina pela PG. Por este motivo,
para encontrar as melhores condic@es de hidrolise da pectina no suco de caju, a reacao foi
estudada em diferentes temperaturas de 10 a 50°C, cujos resultados estéo ilustrados na

Fig. 3.1 em termos de atividade relativa.
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Fig. 3.1. Temperatura Otima de hidrélise da pectina de suco de caju pela
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em
pérolas de alginato de calcio.

A hidrolise da pectina de suco de caju pela PG imobilizada apresentou maxima
catalise a 20°C, o que permitiu reduzir ainda mais 0s custos do processo, gquando
comparado com os resultados no reagente analitico. Além disso, como mencionado
anteriormente, uma vez que o caju contém varios compostos bioativos termolabeis como
vitaminas, agucares, aminodcidos, acido ascorbico, carotenoides, acidos fendlicos,
flavonoides e taninos (DAS; ARORA, 2017), a possibilidade de trabalhar praticamente a
temperatura ambiente permitiria preservar seu alto valor nutricional.

As poligalacturonases sdo conhecidas por apresentarem temperatura étima em
torno de 50°C (KASHYAP et al., 2001; JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; KOHLI;
GUPTA, 2015). No entanto, algumas linhagens de Aspergillus podem apresentar menor

temperatura 6tima da PG, como a PG do Aspergillus niger que apresentou temperatura
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Otima de 37°C (BUSTAMANTE-VARGAS et al., 2015), 40°C para a do Aspergillus
flavus MTCC7589 (ANAND; YADAYV; YADAYV, 2017) e Aspergillus ibericus
(MAHESH et al., 2016).

Devido a alta quantidade de pectina presente no suco de caju uma cinética
enzimatica modelada pela equacdo de Hill foi realizada (Fig. 3.2) para encontrar a
concentracdo adequada de pectina correspondente a velocidade maxima de catélise, nas
temperaturas de 20°C (temperatura 6tima de hidrélise da pectina de suco de caju), 40°C
e 50°C (temperaturas Otimas da enzima imobilizada e livre na pectina citrica,

respectivamente).

N
o

N N W W
o1 O O1

o

\elocidade da reacéo
(mg/mL/min)
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26 46 66 86 106 126 146 166 186
Concentracéo de pectina (mg/mL)

Fig. 3.2. Influéncia da concentracdo de pectina na taxa de hidrolise da pectina de suco de
caju pela poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalente
em pérolas de alginato de calcio.

As (Fig. 3.2) foram ajustadas a equacéo de Hill (Eq. 22) com altos coeficientes de
determinacéo (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Pardmetros cinéticos da hidrdlise da pectina de suco de caju pela
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em
pérolas de alginato de célcio.

Influéncia da concentracdo de pectina na Cinética de degradacéo
T velocidade de hidrdlise da pectina
(OC) Vmax k0.5 kcat
(mgimimin)  (mgiml) () " R Modelo R?
20 58,2 113,0 166,2 3 0,999 P = 0,765t 0,910
40 34,3 101,0 980 4 0,995 | P=7,8*10% 0,962
50 11,3 89,7 321 5 0,999 | P=3*10"%2 0,989
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Como é de conhecimento geral, o efeito aldsterico nas enzimas causado pela
cooperatividade envolve multiplos substratos ou multiplos sitios de ligacdo. As moléculas
enziméticas podem sofrer alteracGes estruturais ou eletrénicas (FENG et al., 2015), que
pode resultar em alteracdo da afinidade das moléculas de substratos pelos locais vagos
remanescentes. No entanto, a cooperatividade também pode ocorrer em proteinas
monomeéricas com um unico local de ligacdo (ROSE; WARMS; YUAN, 1993; NINGA
etal., 2018).

Embora as poligalacturonase sejam usualmente descritas na literatura como
proteinas monoméricas, com uma hélice B-paralela e trés folhas [ distintas compostas por
8 a 10 voltas completas (KOHLI; GUPTA, 2015), muitas delas, das mais distintas fontes,
apresentam pelo menos dois sitios de ligacdo (PALANIVELU, 2006). O que poderia
refletir em uma cooperatividade por ambos 0s mecanismos mencionados.

Segundo Ninga et al. (2018), o efeito alostérico da PG imobilizada pode ser
explicado pela presenca de alguns compostos de ocorréncia natural que podem atuar
como ativadores ou inibidores nos diferentes mecanismos possiveis de clivagem da
pectina, sendo responsavel por esse desvio ao modelo michaeliano. A quebra da molécula
péctica nas diferentes regides de ligacoes glicosidicas ao longo da cadeia polimérica, pode
levar a formacdo de varios produtos distintos. Neste processo, a pectina pode se ligar ao
sitio ativo catalitico da PG, liberando um Gnico mon6émero, enquanto, que o oligdmero
restante, pode formar um novo complexo, enzima-substrato, ndo produtivo atuando como
um inibidor para outros substratos ou produtivo que ird propiciar a formacéo de novos
produtos. Além disso, pode ocorrer que o substrato se ligue a enzima em determinado
sitio de ligagdo, formando um complexo ndo produtivo, trazendo um efeito inibitorio,
enguanto que sua ligacdo a outro sitio de ligacdo diferente pode levar a um complexo
produtivo.

Os valores da constante de afinidade (Kos), constante catalitica (Kcat), nUmero de
Hill (n) e taxa maxima de reacdo (Vmax) da degradagdo da pectina pela PG imobilizada, a
diferentes temperaturas estéo listados na Tabela 3.1.

O numero de Hill, aumentou progressivamente de 3 para 5 com aumento da
temperatura de 20 para 50°C (Tabela 3.1), 0 que indica 0 aumento da cooperatividade
positiva. Este parametro, representa o principal indice utilizado para indicar o grau de
cooperatividade, indicando o nimero de ligacdes efetifas realizada ao longo da estrutura
macromolecular das proteinas que sofrem cooperatividade termodinamica (RICARD;
NOAT, 1985; NINGA et al., 2018). Quando n = 1, o sistema é classificado como nao
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cooperativo e é descrito pela modelo cinético de Michaelis-Menten; por outro lado,
quando n <1 o sistema apresenta cooperatividade negativa, pois a associa¢do do substrato
com a molécula proteica reduz a velocidade de reacdo, enquanto o contrario ocorre
quando n> 1 (cooperatividade positiva) (PORTER; MILLER, 2012).

O fendbmeno de cooperatividade positiva sugere que na auséncia de substrato a
conformacdo molecular de baixa afinidade € favorecida, o que significa que, quando o
substrato se liga a enzima, dois comportamentos distintos e dependentes da concentragdo
do substrato ocorrem. Por um lado, em alta concentracédo de substrato, a catalise ocorre
liberando produtos a uma elevada taxa e o estado de alta afinidade € regenerado para um
segundo ciclo de catalise, assim, uma tendéncia hiperbolica caracteristica da cinética nao
michaeliana é observada. Por outro lado, a baixa concentragcdo de substrato a enzima
relaxa lentamente para a conformacdo de baixa afinidade antes que outra molécula de
substrato tenha tempo suficiente para se ligar-se enzima; portanto, a falha na ligacédo do
substrato é responsavel por gerar a resposta cinética ndo-Michaelis-Menten (RICARD;
NOAT, 1985; PORTER; MILLER, 2012), como foi observado na Fig. 3.2. Na faixa de
concentracdo de pectina de 26 a 86 mg/mL, a taxa de reacdo aumentou lentamente o que
gerou as curvas sigmoidais. Segundo Cardenas, Rabajille e Niemeyer, (1984) a
cooperatividade positiva pode ocorrer devido a um mecanismo que envolve
conformacdes de alta e baixa afinidade da enzima, que estdo em equilibrio na auséncia de
substrato; no entanto, a ocorréncia destes estados € controlada pela concentracdo de
substrato.

A constante de afinidade (Kos) decaiu com o aumento da temperatura, logo, a
afinidade da PG pela pectina foi maior para as temperaturas mais elevadas, uma vez que
Kos € inversamente proporcional a afinidade da enzima pelo seu substrato (RIAZ et al.,
2012). A 20°C a PG imobilizada apresentou a menor afinidade associada ao maior valor
de Vmax, isto pode ser atribuido a influéncia de outras enzimas presentes no extrato bruto,
que possivelmente foram imobilizadas em conjunto com a PG, o que poderia favorecer a
velocidade de hidrolise. A mesma tendéncia foi observada para kcat que diminuiu com o
aumento da temperatura, sendo justificada pela mesma linha de raciocinio anterior,
apresentada para Vmax.

Além disso, com a maior presenca de contaminantes no suco de caju, é possivel
que alguns outros polissacarideos tenham atuado como inibidores competitivos da PG
imobilizada (CORNISH-BOWDEN, 2013), formando um complexo ndo produtivo como
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descrito anteriormente, o que justificaria a afinidade reduzida quando comparado com 0s
resultados com a pectina citrica (capitulo 1).

O Vmax exibiu seu maior valor (58,2 mg/mL/min) a 20°C (Tabela 3.1) e diminuiu
progressivamente com o aumento da temperatura. Tal decaimento pode estar relacionado
a termorresisténcia da enzima, uma vez que altas temperaturas podem ter favorecido o
processo de desnaturagdo a ponto de afetar a reacdo enzimética apds 2 h de processamento
do suco.

A Tabela 3.1 apresenta os modelos cinéticos de hidrolise da pectina de suco de
caju em funcdo do tempo. Como € possivel ver na Fig. 3.3, a concentracdo de agucares
redutores aumentou progressivamente. Tal comportamento foi bastante semelhante nas
trés temperaturas analisadas, sendo mais pronunciado a 20°C, devido & maior velocidade
de hidrélise. Os modelos apresentaram altos ajustes e foram Uteis para predizer a
degradacéo da pectina (Tabela 3.1) (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Cinética de biodegradacdo da pectina de suco de caju (pela PG de Aspergillus

aculeatus URMA4953 imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de célcio)

adaptada aos modelos de Ghose-Walseth, em diferentes temperaturas.

Acucares redutores (mg/mL)
N

Algumas modelagens cinéticas foram relatadas pela literatura usando a equacgao
empirica cinética de Ghose-Walseth. (Wang et al., 2007; Valldeperas et al., 2000)
investigaram a cinética de degradacdo da pectina em tecidos de algodao e fibras de liocel,
respectivamente. Eles observaram que a constante cinética (k) aumentou a medida que o
parametro caracteristico do complexo Pectina-PG (m) aumentou, sendo que este sofreu
uma redugdo em maiores concentrac@es de substrato. A mesma tendéncia foi observada

nesta pesquisa, mas 0 m diminuiu com o aumento de temperatura.
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3.4.2 Caracterizacao fisico-quimica do suco

Para fins comparativos analisou-se a evolugéo do pH, cor e s6lidos solUveis totais,
ao longo do tempo de acdo da PG imobilizada a diferentes temperaturas. Considerando
que a 20°C o pH do suco foi de 4,67+ 0,01 com pequenas varacoes (Fig. 3.4A), diminuiu
progressivamente para 4,52 a 40°C e 4,48 a 50°C.

A intensidade da cor expressa como absorbancia a 420 nm aumentou
progressivamente, especialmente na temperatura mais alta (Fig. 3.4B), provavelmente
devido a presenca de polifenol oxidases no suco de caju. Na presenca de oxigénio, essas
enzimas sdo capazes de catalisar a oxidacgdo de orto-difendis em orto-quinonas, resultando
em produtos de quininas, que s&o altamente reativos e polimerizam gerando substancias
coloridas (BOUCHAIB et al., 2018), afetando assim a qualidade alimentar em termos de
cor, sabor e valor nutricional (PANADARE; RATHOD, 2018). Para evitar esse fenémeno
pode-se realizar um branqueamento antes de processamento do suco. Os valores de
solidos soluveis totais (Fig. 3.4C) diminuiram durante o processo de hidrolise, para 20°C
(8,9-4,4 °Brix), 40°C (8,9-4,4 °Brix) e 50 ° C (8,9-6,6 °Brix), 0 que ocorreu
provavelmente foi um processo de absorcao de agucares redutores, pelos poros presentes
nas pérolas de alginato, durante o processo de hidrdlise da pectina (GULEC; BAGCI;
BAGCI, 2018). A mesma tendéncia foi observada por Oliveira et al. (2018) que clarificou
0s sucos de mac¢d e umbu usando pectinases imobilizadas por aprisionamento em pérolas

de alginato e observou um decaimento dos SST apés a clarificacéo.
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Fig. 3.4. Evolucdo ao longo do tempo do (A) pH, (B) cor e (C) s6lidos sollveis totais
(SST), durante o tratamento enzimatico do suco de caju pela poligalacturonase de

Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em pérolas de alginato de
calcio.

3.4.3 Termodinamica da hidrélise de pectina em suco de caju

A energia de ativacdo de degradacdo da pectina (E* = 80,31 kJ/mol) e a variacao
de entalpia padréo do desdobramento da PG imobilizada (AH. = 16.57 kJ/mol) foram
estimadas a partir de graficos semi-log da atividade enzimatica inicial (ko) versus 1/T, na
faixa de temperatura 10-50°C (Fig. 3.5).
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Fig. 3.5. Grafico semi-log de Arrhenius da atividade inicial da poligalacturonase de
Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em alginato de célcio, em
suco de caju versus o inverso da temperatura.

O valor de E* é proximo ao de muitas outras pectinases, vale ressaltar que valores
pequenos sdo desejados em aplicacGes industriais, porque favorecem cineticamente as
reacOes catalisadas por enzimas e 0s custos energéticos sdo menores. Por outro lado, o
valor de 4HZ encontrado € menor do que o estimado anteriormente (42,52 kJ/mol), no
capitulo 1, para a hidrolise de pectina citrica a 20 mg/mL. O que significa que a forma
desdobrada da enzima imobilizada neste caso € mais estavel, ou seja, na reacdo no suco
de caju o desdobramento da enzima é menos pronunciado. Este fenbmeno pode ser
atribuido ndo apenas a composicdo distinta do meio, que obviamente exerce uma
influéncia no desdobramento da enzima, mas também a diferenca na concentracdo do
material péctico de 163 mg/mL para o suco de caju e 20 mg/mL para a maior concentragdo
de pectina citrica estudada, gerando um efeito protetor da estrutura da enzima. A
protecdo oferecida pelo substrato, parece ser uma caracteristica geral das diferentes
classes de enzimas, sendo isto ja relatado, como um fator influenciador dos parametros
termodinamicos de reacao e de termoinativacdo da glicose isomerase (CONVERTI; DEL
BORGHI, 1997; CONVERTI A., 1998; PALAZZI; CONVERTI, 1999, 2001).
Infelizmente, nenhuma outra comparacdo com os dados da literatura é possivel, porque a
maioria dos estudos relata os valores de E* e AH_ sdo estimados em pectina citrica isolada
e parcialmente purificada, o que constitui um sistema completamente diferente.

A energia livre de Gibbs de ativacdo (41G*), entalpia (4H*) e entropia (45*) da
hidrolise da pectina foram estimadas nas temperaturas de 20, 40 e 50°C (Tabela 3.2).
Pode-se observar que A4G* claramente aumentou com a temperatura, apontando uma
maior barreira energética e entdo uma desaceleracdo da hidrolise da pectina de suco de
caju (RIAZ et al., 2007).
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Tabela 3.2. Pardmetros termodindmicos da hidrolise da pectina de suco de caju pela
poligalacturonase de Aspergillus aculeatus URM4953 imobilizada covalentemente em
pérolas de alginato.

T (°C) AG* AH* AS*
(kJ/mol) (kJ/mol) (J/k.mol)

20 59,3 77,9 63,4

40 64,9 77,7 40,9

50 70,0 77,6 23,5

O aumento na temperatura levou uma pequena redugéo no AH*, o que significa,
assumindo que as variag0es sejam significativas, que o complexo enzima-substrato
formado durante a reacéo é mais eficiente (RIAZ et al., 2007), a medida que 0 nimero de
Hill aumentou de 3 a 20°C para 5 a 50°C. Esses resultados corroboram com o proposto
de Atkinson e Walton, (1965), de que a forma mais frequentemente encontrada de
cooperatividade pode ser explicada pela termodinadmica de ligagdo do substrato a enzima,
pois a associacao inicial da molécula de substrato pode alterar a afinidade de um evento
subsequente de ligacdo, o que justificaria um aumento da estabilidade do complexo
enzima-substrato, com o0 aumento da cooperatividade.

O 4S* esté relacionado ao grau de rigidez do complexo enzima-substrato. O da
temperatura levou a uma notavel diminuicao desse parametro termodinamico de 63,4 para
23,5 J/mol.K. Enguanto esta diminuicdo sugere uma estrutura mais ordenada do estado
de transicdo a altas temperaturas, o sinal positivo de todos os valores de 4S* indica que a
estrutura do complexo enzima-substrato no estado de transigdo foi menos ordenada do
gue no sistema reagente (XIONG et al., 2005; RAJOKA, 2007).

3.5. Concluséao

A cinética enzimatica de hidrélise da pectina de suco de caju pela PG de
Aspergillus aculeatus URM4953, imobilizada covalentemente em pérolas de alginato,
apresentou um comportamento alostérico responsavel pela cooperatividade positiva,
seguindo assim o modelo de Hill. Apesar do aumento no nimero de Hill com o0 aumento
da temperatura, Vimax, Kcat € Kos alcangaram seus valores méaximos a 20°C, correspondendo
ao mesmo tempo a maior taxa de reacdo e a menor afinidade da PG pela pectina. O modelo
cinético empirico de Ghose-Walseth mostrou-se adequado para predizer a hidrolise da
pectina no suco de caju durante 120 minutos de reacdo. Além disso, a caracterizacdo

fisico-quimica do suco ndo apresentou alteracao significativa do seu perfil de pH durante
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120 min de catalise, mas com notavel redugdo dos SST e elevacdo de intensidade da cor.
A enzima imobilizada sofreu baixo efeito de desdobramento (4H2) durante a hidrolise
da pectina de suco de caju. Apesar de apresentar uma pequena variacao na eficiéncia de
formagdo do complexo PG-pectina (4H*), formando um complexo mais estavel a altas
temperaturas, na temperatura de 20°C foi necessario menos energia (4G*) para uma
maior hidrolise, indicando uma maior espontaneidade da reacdo a baixas temperaturas.
Além disso, devido a alta hidrdlise a em temperaturas mais baixas, a formacdo de
complexo PG-pectina mais ordenado (4S*) foi observada a 50°C. Estes resultados
tomados em conjunto sdo bastante promissores, pois, sugerem a possibilidade de explorar
industrialmente o uso desta PG, evitando custos energéticos adicionais relacionados a

temperaturas de aquecimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

A otimizada imobilizagdo da poligalacturonase do  Aspergillus
aculeatusURMA4953 por ligacdo covalente em pérolas de alginato de calcio possibilitou
sucessivos reusos com altas recuperacOes da atividade, garantindo ndo apenas uma boa
eficiéncia, mas também, a possibilidade de diminuicao dos custos de processo industriais.
As caracterizagBes bioquimica, cinética e termodindmica demonstraram o grande
potencial da PG de A. aculeatus URMA4953 para possiveis aplicacdes industriais de
degradacdo da pectina, uma vez que a imobilizacdo apresentou isoenzimas de pHs
distintos, estabilidade e renaturacdo protéica em uma determinada faixa de temperatura.
Além do mais, quando performada diretamente em suco de caju, os resultados cinéticos
mostraram-se muito mais promissores com a étima atividade de processamento do suco
pela PG em temperaturas proximas a ambiente, 0 que possibilita evitar grandes gastos
energéticos no processo e garantir minima alteracdes indesejaveis no suco de caju. Em
estudos futuros, esses parametros permitirdo auxiliar a projecdo de biorreatores

processadores de materiais pécticos pela enzima estudada na industria de alimentos.
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This study sets out to compare three techniques for extracting polygalacturonase (PG) from Aspergillus aculeatus
URMA4953, namely, precipitation by organic solvent (ethanol and acetone), precipitation by ammonium sulfate
salt and extraction by aqueous two-phase systems (ATPS) PEG/Citrate using a factorial design 2*. Afterwards, a
central composite design (CCD) was used to optimize PG extraction by ATPS. The variables studied were concen-
trations of PEG (Ceec) and citrate (Cerr), PEG molar mass (Mgec) and pH. The responses analyzed were the parti-
tion coefficient (K), the activity yield (Y) and the purification factor (PF). The thermodynamic parameters of the

Polygalacturonase optimized ATPS partition were estimated as a function of temperature. Among the techniques used, only the
Ammonium sulfate ATPS was able to pre-purify the PG (PF = 1.8) with an 85% yield. Optimization increased the PF value to 2.3,
Aqueous two-phase systems Thebestcondilimwnmcm.lm(mﬁmmwmwwmmmmmaw.mm
Precipitation ematical models of the CCD showed a high adj to predict the extraction of polygalacturonase from Asper-
Purification mmmmswAmmmmymmmmm'_( 3.15 kj/mol), AH",,, (9.14 kj/mol)
Optimization and AS®,, (41.2 J/Kmol) of partition showed that the pref igration of almost all proteins from the
mndemmmlhesdlmtrphxby:musmgltxlmmtmwasmmmiemmprﬂm
the PEG-rich phase. The ATPS sh d the best perfi e as a first step for pre-purifying the PG from Aspergil-

lus aculeatus URMA953,
© 2018 Elsevier BV. All rights reserved.
1. Introduction salt [11] are considered techniques of pre-purification which can extract

Polygalacturonases are the most important pectinolytic enzymes [1].
They are responsible for hydrolyzing the polymeric chain of the pectin
molecule, a carbohydrate present on the cell wall in the middle lamella
which confers tissue rigidity [2,3). They are widely used in industrial
processes such as the clarification of fruit juices [4] and wine [5]; oil ex-
traction [6]; maceration of tea leaves and cotton fibers; and in treating
water | 7]. Such enzymes are found as an enzymatic complex which con-
sists of different pectinolytic enzymes [8]. However, impurities must be
separated so they do not cause changes in the characteristics of food or
to cause a chemical reaction. Thus, purification methods are required to
extract these proteins. Purification is one of the most expensive steps of
the downstream process [9]. To use techniques which make extraction
easy, lower costs and increase efficiency, it is important to obtain pro-
tein with high industrial applicability. The aqueous two-phase systems
(ATPS), precipitation by using organic solvents [10] and ammonium
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0167-7322/0 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

enzymes at low cost.

Cold organic solvent precipitation has the advantages of easy scale-
up and of being a relatively simple operation. However, it generally re-
quires a multi-step fractionation, which not only is time-consuming, but
also leads to the loss of protein activity as a result of the multistep cen-
trifugation. In addition, the entire operation needs to be conducted at
low temperatures, which will significantly increase the cost of purifica-
tion [12]. Ammonium sulfate, (NH,),S0,, is often used for salting out
extraction because of its high solubility, which allows for solutions of
very high ionic strength. Other reasons for its frequent use are that the
pure material is readily available at low cost. NH{ and SO, * are at the
ends of their respective Hofmeister series and have been shown to sta-
bilize the structure of protein [13].

ATPS has been used as a first purification step since such systems let
large amounts and different types of contaminants be removed by a
simple and economical unit operation. Partition in ATPS presents
many advantages over conventional methods for isolating and purifying
proteins. Partition equilibrium is reached very fast and it can be applied
in scale up [14). Gitrate is a biodegradable and non-toxic salt which is
often used in ATPS and can be discharged into biological wastewater
treatment plants [15). Therefore, in this study we set out to perform a
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APENDICE II: CLARIFICACAO DO SUCO DE CAJA (Spondias mombin L.)
UTILIZANDO PECTINASES DE Aspergillus aculeatus URM4953

[REVISTA BRASILEIRA DE AGROTECNOLOGIA]

CLARIFICACAO DO SUCO DE CAJA (Spondias mombin
L.) UTILIZANDO PECTINASES DE Aspergillus aculeatus
URM4953
Clarification of Caja juice (Spondias mombin | ) using pectinases
Jrom Aspergillus aculeatus URM4953

Hesuma:

Ko processo Jde clarificaglo de mwces de fotas, usar pectingses &
importante para promever a redugdo da viscosidade. Esta reduglo
proporciona a minimizag do de custos mos processos industriais. Assim,
esie trabalho objetivon clanficar o sucoe de Cajd {Spordios mombun L)
wtilizando as pectinases de Aspergillus aculeatns URM4953 com
auxilio de planejamento fatorial 22 O exirsio encimético apreseniou
atividades de 261 Wl (polignlachoronase), 2,59 WimL (endo-
poligalacturonase), 7,02 Uil (pectina lisseh e 43,5 Uml (pectina
extemase). No precesso de clarificaglio, & pectinases produsidas por A.
aculearns URMA95] reduziram a viscosidade do suce de cajd (89.1%)
mas condigées de S50°C durante 50 minutos. A andlise estatisiica
revelon que com excegdo da viscosidade, ns demais caracteristicas
fisico-quimicas nio apresemtaram efeilos significatives. Assim as
pectinases produridas por A, aooleatss URMAS53  apresentaram
grandz potencial para aplicapbes em  processos  industmais  de
clarificagho de sucos.

Ahstract:

In the: clanification process of it jwices, o use pectinase i mmportant
to promate the reduction of the viscosity. This reduction provides the
mizimization of the industrial process costs. Then, this work aimed 1o
clarify the Cajd juice (Spondias mombéin L) using the pectinazes from
Aspergillus aculeates URMA953 by 27 factomal design. The encymatic
extract showed activities of 161 U'ml (polygalacturcoase), 2.59
IWmL {endo polypalachsronzse), 702 LWmL {pectin lyase) and 43.5
LWmL {pectin esterase). In the clarfication process of caja juice, the
pectinases produced by AL aculeatus URMA95Y reduced the juice
viscosity (R%.1%) mder the conditions 50°C for 500 minutes. The
statistical analysis revealed that except to viscosity reduction, the
others physical=chemical chamcterstics did not display significant
effects. Then, the pectinases produced by A. aculeatus URM4953
presended great potential io application i industrial process of juice
chari fication.
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