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RESUMO

A utilizagdo do extrato aquoso da algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) como substrato para
processos biotecnoldgicos torna-se uma estratégia interessante, pois tem composi¢ao rica em
carboidratos e proteinas. As enzimas pectinoliticas sdo exemplos de enzimas que podem ser
sintetizadas por fungos filamentosos e tém diversas aplicagdes industriais. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o potencial de utilizacao do extrato aquoso da algaroba como
substrato para producdo de enzimas pectinoliticas a partir de fungos filamentosos. Para
producdo enzimatica foram utilizados os isolados fungicos, Paecilomyces sp. TP08, Aspergillus
sp. NAO1 e Penicillium sp., cultivados em extrato aquoso da algaroba a 1% (v/v) com pH
ajustado a 5,8. Para os cultivos, foi adicionada uma aliquota de 10% (v/v) de uma suspensao de
conidios a 1x10’conidios/mL em cada um dos frascos de cultivo a um volume final de meio de
100 mL. Amostras foram retiradas a cada 24 h para verificagdo da atividade enzimadtica para
cada um dos isolados fungicos. O cultivo foi acompanhado pela determinagdo do crescimento
microbiano (método da biomassa seca), pela determinagdo do consumo de substrato (método
DNYS) e, pela atividade enzimatica utilizando como substrato especifico a pectina citrica a 0,5%
(p/v) em tampao acetato (pH 5,5). O extrato aquoso da algaroba (lote 2018 e lote 2023) foi
caracterizado quanto a quantidade de sélidos soluveis totais, de agucares redutores totais e de
pectina para verificacdo do potencial de utilizagdo como substrato na produgdo de enzimas
microbianas. Assim, o extrato de algaroba (lote 2018) apresentou contetido de sélidos soluveis
totais igual a 28 °Brix e acucar redutor total igual a 210g/L e para o extrato de algaroba (lote
2023) foi determinado 19°Brix e 180g/L de agucares redutores totais. Portanto, considerado
fonte significativa de agucares para o desenvolvimento de microrganismos em processos
biotecnoldgicos. A quantidade de pectina na forma de pectato de célcio encontrado neste
trabalho foi de 0,262 e 0,784, respectivamente, para os extratos de algaroba a 10% (lote 2018)
e 1% (lote 2023). O suco de maga apresentou SST de 16,1 °Brix e o suco de caju 6,0 °Brix. Em
relagdo a produgdo de pectinases, os resultados indicam que Aspergillus sp. NAO1, no quarto
dia, apresentou uma producao de 2,460 U/mL. Assim como o rapido consumo dos agucares,
apresentando melhores resultados em relagao a produgao de pectinases, seguido do Penicillium
sp.e do Paecilomyces sp. TPOS, respectivamente. Houve reducdo nos valores de absorbancia
em 440 nm e 520 nm para os sucos tratados em relacdo ao controle. Essa clarificacdo foi
calculada em 0,26% e 0,21% para os sucos de maca e caju, respectivamente. Portanto, os
resultados obtidos foram comparados entre as espécies fungicas, dando destaque para a espécie
fungica Aspergillus NAO1 sp. demonstrando que a produgdo de enzimas pectinoliticas a partir
do extrato aquoso da algaroba representa uma abordagem promissora na industria
biotecnoldgica. Os resultados mostram que o complexo enzimatico produzido pelo isolado
Aspergillus sp NAO1, em extrato aquoso de algaroba, pode atuar como agente clarificante em
sucos de fruta, como caju e maga.

Palavras-chave: enzimas fungicas; Paecilomyces sp.; Aspergillus sp.; Penicillium sp.;
substratos de baixo custo; isolados fungicos.



ABSTRACT

The use of the aqueous extract of mesquite (Prosopis juliflora (Sw.) DC) as a substrate for
biotechnological processes becomes an interesting strategy, as it has a composition rich in
carbohydrates and proteins. Pectinolytic enzymes are examples of enzymes that can be
synthesized by filamentous fungi and have several industrial applications. Thus, the present
study aimed to evaluate the potential for using mesquite aqueous extract as a substrate for the
production of pectinolytic enzymes from filamentous fungi. For enzyme production, the fungal
isolates Paecilomyces sp. TP08. Aspergillus sp NAO1, and Penicillium sp, cultivated in 1%
(v/v) mesquite aqueous extract with pH adjusted to 5.8. For cultures, an aliquot of 10% (v/v) of
a conidial suspension at 1x10’conidia/mL was added to each of the culture flasks to a final
medium volume of 100 mL. Samples were taken every 24 h to check enzymatic activity with
the fungal isolates. The cultivation was monitored by the determination of microbial growth,
dry biomass method, by the determination of substrate consumption, DNS method and by
enzymatic activity using 0.5% (w/v) citrus pectin in acetate buffer as a specific substrate (pH
5.5). The aqueous extract of mesquite (lot 2018) presented an amount of TSS equal to 28 °Brix,
which means that the solution has enough fermentable carbohydrates to be used as a substrate
in transformation processes through microbial action. The determination of the ART of 210 g/L
of complex sugars proves the amount of sugars present in the sample in terms of glucose. In the
same sense, the TSS and ART content in the aqueous extract (lot 2023) was determined, 19
°Brix and 180 g/L, respectively, considered a significant source of sugars for the development
of microorganisms in biotechnological processes. The amount of pectin in the form of calcium
pectate found in this work was 0.262 and 0.784, for mesquite extracts at 10% and 1%,
respectively. Apple juice had an SST of 16.1 °Brix and cashew juice 6.0 °Brix. Regarding the
production of pectinases, the results indicate that Aspergillus sp. NAOI, on the fourth day,
presented a production of 2,460 U/mL. As well as the rapid consumption of sugars, showing
better results in relation to the production of pectinases, followed by Penicillium sp. and
Paecilomyces sp. TP08, respectively. There was a reduction in absorbance values at 440 nm
and 520 nm for the treated juices in relation to the control. This clarification was calculated at
0.26% and 0.21% for apple and cashew juices, respectively. Therefore, the results obtained
were compared between fungal species, highlighting the fungal species Aspergillus NAO1 sp.
demonstrating that the production of pectinolytic enzymes from mesquite aqueous extract
represents a promising approach in the biotechnology industry. The results show that the
enzyme complex produced by the isolate Aspergillus sp NAO1, in aqueous mesquite extract,
can act as a clarifying agent in fruit juices, such as cashew and apple.

Keywords: fungal enzymes; Paecilomyces sp.; Aspergillus sp.; Penicillium sp.; low-cost
substrates; fungal isolates.
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12
1 INTRODUCAO

A algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) ¢ uma arvore amplamente distribuida no
Brasil e em outros paises, sendo considerada uma espécie invasora em algumas regides. A
mesma adaptou-se facilmente ao clima semiarido do Nordeste brasileiro, em que se pode
destacar como seus principais usos o reflorestamento de matas e o uso da madeira na industria
de moéveis. J& as vagens sdo importante fonte de carboidratos (75,22%) e proteinas (13% de
proteina bruta) (BORGES, 2004; SILVA et al., 2007). A polpa doce das vagens e as sementes
concentram cerca de 34-39 % de proteinas e 7-8 % de 6leos. Na alimenta¢dao humana, a algaroba
¢ utilizada na fabricacdo de farinhas e melados, em substituicio a alguns alimentos
convencionais como farinha de trigo, café e rapadura (RIBASKI ef al., 2009).

As vagens da algaroba, devido sua composi¢do rica em nutrientes, podem ser
utilizadas como fonte de substrato para o crescimento de microrganismos de interesse
industrial. O extrato aquoso da algaroba., como substrato para processos biotecnoldgicos, este
sendo uma alternativa interessante, pois poucos sao os relatos na literatura nacional (MUNIZ,
2009; PEDREIRA et al., 2022) e internacional (NJOKWENI et al., 2019; SALEH, ABU-
DIEYEH, 2021; MK et al., 2023) da sua utilizacdo para obten¢do de bioprodutos. Embora,
alguns dos seus residuos, como cascas ¢ sementes, venham sendo explorados para a produgdo
enzimatica.

Estudos anteriores destacaram o potencial da utilizacdo do bagaco obtido da extracao
aquosa de suas vagens e/ou 0 seu proprio extrato aquoso como substrato para a produgdo de
enzimas pectinoliticas por meio de processos fermentativos devido a composi¢do rica em
sacarose, glicose, algumas proteinas e ainda pectinas existentes na vagem da algaroba
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2016, SHARMA, 2016).

As enzimas tém diversas aplicagdes industriais e sdo amplamente utilizadas
(ANDRADE et al., 2018). Em particular, as pectinoliticas sao utilizadas nas industrias vinicolas
e de sucos de frutas, o que resulta na reducao da viscosidade dos sucos, dentre outros parametros
(UENOJO e PASTORE, 2007). J& as proteases sdo utilizadas na industria farmacéutica, no
processamento de alimentos, na produgdo de extratos de leveduras, e em bebidas (como
cervejas resistentes ao congelamento), por exemplo (SINGH et al., 2016; TAVANO et al.,
2018).

Numerosos fungos e leveduras filamentosos, incluindo Aspergillus niger (EL
ENSHASY et al., 2018), Aspergillus oryzae (KETIPALLY et al., 2018), Aspergillus awamori
(PRAVEEN, 2020), Aspergillus sojae (MANGRIO et al., 2023), Trichoderma viridiae (Y ASIN
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et al., 2022), T. virens (SILVA et al., 2022), Penicillium sp. (AHMED e RAHMAN, 2021) e

Paecilomyces sp. (ANDRADE et al., 2023), tém a capacidade de fabricar pectinase.

Para explorar esse potencial, o presente estudo teve como hipotese que o extrato de
algaroba pode ser utilizado como substrato para a produc¢do de enzimas pectinoliticas usando
os fungos filamentosos. Nesse sentido, foram utilizados isolados fingicos como Penicillium
sp., Paecilomyces sp. TP0O8 e Aspergillus sp., para verificar suas habilidades de produzir

enzimas microbianas induzidos para composi¢ao do extrato aquoso das vagens de algaroba.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de enzimas pectinoliticas a partir do extrato aquoso da algaroba

usando os fungos filamentosos Penicillium sp., Paecilomyces sp. TP08 e Aspergillus sp. NAO1.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar dentre os isolados estudados qual terd maior habilidade de producdo de
pectinases nas condi¢des de processo utilizadas.

e Verificar o potencial de utilizacdo do extrato aquoso de algaroba na producdo de
pectinases;

e Determinar as atividades de pectinases;

e Verificar a potencial aplicagdo do caldo enzimatico produzido em processo de

clarificagdo de suco de frutas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ALGAROBA

O género Prosopis L. compreende 44 espécies de arvores e arbustos de médio porte,
nativos da Africa, Asia, América do Norte ¢ do Sul (Figura 1). Estas espécies sio membros da
familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae. Prosopis € um género que pode ser encontrada em
129 paises do mundo, principalmente em climas quentes, secos e semidridos. Das 44 espécies
do género Prosopis L., pelo menos 19 sdo conhecidas por serem danosas as suas areas de
distribuicdo, sendo as outras espécies benéficas (DAKHIL et al., 2021). Possui crescimento
rapido (5-10 m), sendo considerada uma arvore tropical nativa de areas livres de geadas do

Peru, América Central e Caribe (Figura 3.1).

Figura 3.1- Distribuicdo mundial da P. juliflora

Fonte: Dakhil et al. (2021)

Em seus locais de origem, também ¢ utilizado como alimento para humanos e animais
devido a sua alta produtividade de vagens e excelentes qualidades nutricionais (MENDES,
1988). As vagens de P. juliflora, ou seu farelo, sio amplamente utilizadas na alimentagdo de
bovinos leiteiros e de corte, com bons resultados nutricionais ¢ econdmicos devido a sua
palatabilidade e conteudo nutricional (RUiZ-NETO etal.,2020; RAM et al., 2022; ALMEIDA
etal.,2022).

Além disso, a arvore (Figura 3.2) ¢ capaz de fixar nitrogénio gracas aos seus extensos

sistemas de raizes principais laterais rasas e profundas Prosopis juliflora, Prosopis glandulosa,
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Prosopis velutina e seus hibridos na Africa do Sul e na Austrdlia estdo entre as espécies

invasoras mais conhecidas do género (DAKHIL et al., 2021).

Figura 3.2 —Algarobeira

A dispersao natural do género no Brasil esta centrada no extremo sul de Mato Grosso
do Sul, onde ocorre P. rubriflora E. Hassler, no sudoeste do Rio Grande do Sul, onde sdo
encontradas P. affinis e P. nigra, ¢ em uma pequena area entre os estados de Pernambuco e
Piaui, onde ¢é encontrada P. ruscifolia (SILVA, 1988). Allem e Valls (1987) indicam a presenga
de P. algarobila, P. rubriflora, P. ruscifolia e P. fiebrigii Harms como forrageiras nativas no
Pantanal mato-grossense, ampliando ainda mais a dispersao natural de espécies de Prosopis no
Brasil. Prosopis juliflora € a espécie encontrada tanto em populacdes subespontaneas quanto
cultivadas no Nordeste do Brasil.

A Ttnica espécie de algaroba cultivada na regido Nordeste do Brasil ¢ Prosopis
Jjuliflora. Os plantios sdo feitos em sistemas puros ou consorciados com o objetivo principal de
gerar racao e lenha. Existe uma estimativa de mais de 500 mil hectares; no entanto, nem a
superficie das arvores de algaroba plantadas e/ou regeneradas nem o potencial dos locais onde
se encontram sao inventariadas (Silva et al., 2007). A Tabela 3.1 traz a classificacao taxondmica

da algaroba:
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Tabela 3.1 - Classificacdo taxondmica da Prosopis juliflora.
Classificacao taxonémica

Reino Plantae
Sub — reino Viridiplantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Género Prosopis
Espécie Prosopis juliflora

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007).

Segundo a taxonomia, P. juliflora pertence a familia Fabaceae, que representa um dos
maiores grupos de angiospermas. Sua principal caracteristica ¢ a presenga de frutos em forma
de vagem, embora haja algumas excecdes. A familia Fabaceae inclui espécies arboreas e
herbaceas anuais, muitas das quais sdo altamente valiosas para alimentagdo e comércio (feijao,
soja, etc.) (YANDA et al., 2022). Além disso, esta classificada na classe das magnoliopsidas,
que se trata de uma classe de plantas vasculares que produzem flores e sementes (MATTA,

NANDA e MAHALINGAM, 2017).

3.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas e aplicacdes tecnologicas da algaroba

A algaroba apresenta uma relevancia significativa devido as suas diversas utilidades.
Segundo Silva et al. (2015), essa espécie ¢ tradicionalmente utilizada na alimentagdo animal,
na producgdo de lenha, carvao vegetal, madeira e na medicina popular. Além disso, possui
compostos bioativos, como taninos, flavonoides e alcaloides, com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatorias. Os produtos desta planta também tém sido utilizados na
fabricacdo de paes (BIGNE, PUPPO e FERRERO, 2018; KORUS et al., 2022), biscoitos
(FABIANI et al., 2020), doces (ALEMAN-HUERTA et al., 2023), xaropes (GONZALES-
BARRON et al., 2020) e bebidas alcodlicas destinadas ao consumo humano (VAN DEN
EYNDEN et al., 2003).

A algaroba também tem aplicacdes em processos de producdo de aguardente e de
bioetanol a partir das suas vagens, que possuem elevada concentragdes de aguicares tornando
potencial substrato em processos biotecnologicos (ALVES, SANTOS e SILVA, 2019). Além
disto, existem pesquisas voltadas para producdo de biossurfactantes (DIAS, 2017; 2018).
Portanto, devido as suas propriedades fisico-quimicas, tem despertado interesse em varias

areas, incluindo a producao de enzimas. Estudos t€m sido realizados para investigar o potencial
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da algaroba na produ¢do de enzimas pectinoliticas e proteoliticas, utilizando suas sementes ¢
parte vegetativas (folhas, madeira, raizes) como substrato (KAPOOR et al., 2008). Além disso,
a algaroba tem sido objeto de estudos como uma possivel fonte de biomassa lignoceluldsica
para a producdo de biocombustiveis (ELLSWORTH et al., 2018).

Estudos e pesquisas tém sido conduzidos para explorar suas propriedades e aplicacdes,
visando ao aproveitamento sustentavel dessa espécie e ao desenvolvimento de aplicagdes
econdmicas ¢ ambientalmente benéficas (SILVA et al., 2015). A Tabela 3.2 apresenta as
propriedades fisico-quimicas extraidos a partir da farinha da vagem de algaroba, o que torna
possivel, por exemplo para o desenvolvimento de enzimas pectinoliticas e proteoliticas, devido
seu consideravel teor de agucares totais e redutores conforme estudos realizados anteriormente

por Figueredo (1990) e Silva et al. (2007).

Tabela 3.1 - Composi¢do fisico-quimica da farinha da vagem de algaroba.

Parimetros 2.100 g!
Umidade 5,84+ 09
Acgucares totais 56,5+ 0,4
Acucares redutores 4,6 + 0,3
Fibra alimentar total 72 +0,5
Proteinas 90+ 1,5
Cinzas 3,6 +0,1
Lipideos 2,1 +1,3
Tanino 0,3+ 0,0

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007)

A madeira (Figura 3.3) de P. juliflora ¢ composta de 11-28% de lignina, 25-30% de
hemicelulose e 40-45% de celulose (DAVE e BHANDARI, 2013). De acordo com Ibrahim et
al. (2013), as folhas secas da planta podem conter até 3,6% de flavonoides. Os alcaloides
também estdo presentes em grande quantidade (2,2%) nas folhas. Muitos desses alcaloides -
incluindo juliflorina, julifloricina, julifloridina, juliprosineno, juliprosina, juliprosopina e
mesquitol - eram até entdo desconhecidos e receberam nomes em homenagem a P. juliflora

(DAMASCENO et al., 2017).
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/

“Fonte: Projeto verde (2015).

Existem numerosos fitoquimicos com qualidades medicinais encontrados em P.
juliflora. Diferentes componentes fendlicos, como taninos, acidos, glicosideos, flavondides e
alcaloides, incluindo alcaloides piperidinicos, foram encontrados em extratos de folhas
selecionados em estudos anteriores (SATHIYA e MUTHUCHELIAN, 2008;
RAGHAVENDRA et al., 2009). Os fitoquimicos primarios encontrados nas espécies P.

Jjuliflora estao resumidos na Tabela 3.3:

Tabela 2.3 - Principais caracteristicas dos diferentes fitoquimicos identificados em diferentes
partes (folhas, vagens e sementes) da Prosopis juliflora.

Massa

Nome Tipo Caracteristica
molecular
4'-Metilepigalocatequina 320,29 Catequina CicHi607
Mesquitol 290,26 Flavonoide C15sH 1406
.. . ., C27H300:5
Apigenina-6,8-di-Cglicosideo 594,50 igual 4 Vicenina 2
Crisoeriol 7-Oglucosideo 462,40 C22H2201,
. , Glicosiloxi- C21H20011
Luteolina 7-Oglucosideo 448,40 flavona Conhecido como Cynaroside
o — Ci6H1206
Kaempferol 3-Ometil éter 300.26 Apigenina Conhecido como Tsokaempferide
Quercitina 3-Ometil éter 316,26 Flavonoide CicH1207
Isorhamnetina-3-Oglucosideo 478,40 C2H2012
Isorhamnetina-3-orutinosideo 624,50 Conhecido como Narcissina
Ca2sH32016
Quercitina 3-orutinosideo 610,50 Conhecido como Rutina

C27H30016
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Massa

Nome Tipo Caracteristica
molecular
Conhecido como isoquercetina
Quercetina-3glicosideo 463,40 Flavonoéide C21H19012
Julifloridina 299,50 Alcaldide C1sH37NO;
N-metil julifloridina 313,75 Alcaloide C19H390NO,
Prosafrinina 297,50 Alcaloide Ci1sH36NO;
Prosopinina 287,44 Alcaloide Ci6H33NO»
3”-Oxojuliprosopina 644,56 Alcaloide C40H74N303
3-Oxo-juliprosina 625,55 Alcaloide C40H71N30,
Juliprosinina 626,55 Alcaloide C40H72N30,
Prosoflorina 627,32 Alcaldide C40H73N30,
Juliprosina 628,55 Alcaloide C40H72N30,
Juliprosopina 630,59 Alcaloide Conheciggogi\(]fgfh flor ine
Julifloricina 630,00 Alcalodide C40H75N30,
Secojuliprosopinal 576,90 Alcaloide Cs6HesN2O3
Juliprosineno 646,40 Alcaloide C39HssN302
Patuletina 332,26 Alcalodide Ci6sH120s
Zerumbone 218,33 Alcaloide C1sH»O
57,8 Trihidroxi3- 300,26 Alcaléide C16H 105
metoxiflavona
Schaftoside 564,50 Alcalodide C6H28014
Indolizidina 124,21 Alcalodide CgHisN
Fenetilamina 121,18 Alcaldide CsHiIN
Catequina 290,26 Flavondide Ci5H1406
Myo-Inos itol, 4-Cmetil 194,18 Conhecido como Laminitol
) C7H1406
Acido desidroabiético 300,40 CyoH250,
Acido linoléico 280,44 Acido graxo CisH3,0;
Triptamina 160,20 Alcalodide CioH12N,
luteolina 286,23 Flavonoéide C15H1006
Quercetina 3-Ometil éter 316,26 Flavonoide Ci6H1207
Piperidina 85,15 Amina CsHiN
Siringina 372.40 M"“gzzaca“ C17H2400
Lariciresinol 360,40 Ligan C20H2406
Triptofano 204,23 Aminoécido Ci11H12N>0O,

Fonte: Adaptado de Saleh (2022)

Segundo Silva ef al. (2018) e Damasceno et al. (2018), os alcaloides piperidinicos
primdrios que foram purificados das diversas partes de P. juliflora. Estes incluem julifloridina,
N-metil julifloridina, juliprosopina (juliflorina), julifloricina, juliprosina, 3’-oxo-juliprosopina,
secojuliprosopinal, 3-oxojuliprosina, juliprosineno ¢ mesquitol. Um grande nimero desses
aleloquimicos se dissolve na agua. Os extratos de P. juliflora mostraram a presenca de
polissacarideos como arabinose e compostos contendo glicose e galactomananas (com
proporg¢des variadas de galactose e manose) além de compostos fendlicos (SILVA et al., 2018;

DAMASCENO et al., 2018).
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No tocante a composi¢do quimica das vagens (Figura 3.4), sdo uma rica fonte de
carboidratos e proteinas, com um valor energético bruto comparavel ao do milho (SILVA et
al.,2003; STEIN et al., 2005). Consistem em 58% de pericarpo, 23,1% de casca de semente e
13,9% de sementes (DELL VALLE et al., 1983). Além disso, sabe-se que 100g de vagens de
algaroba fornecem 333 calorias, 13g de agua, 16g de proteinas, 3,2g de gorduras, 65,8g de
carboidratos, 10,8g de fibras brutas, 3,3g de cinzas, 450mg de calcio, 627mg de fosforo, 6,6mg
de ferro, além de 0,33mg de vitamina Bl e 2,6mg de vitamina B6 (CAMPELO, 1989 apud
DANTAS, 2022).

Fonte: Hughes et al. (2022)

Geralmente, o farelo de algaroba ¢ obtido através da secagem das vagens em
temperaturas entre 60 e 80°C, seguida de moagem (SILVA et al., 2002). Além disso, a parede
das sementes da algarobeira (Figura 3.5) contém sacarose e outras substincias que, se

transformadas em farinha, podem ser utilizadas na alimentacdo humana.
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Figura 3.3 - Sementes da algaroba.
g s

Fonte: Projeto verde (2015).

De acordo com a analise fisico-quimicas a partir da farinha da semente, Silva et al.
(2007) verificou que a concentragdo de agucares totais foi de 56,5 g por 100 g de farinha. Essa
quantidade, quando combinada com a concentragdo de fibras encontrada, totalizou 63,7
g.100.g!. Esses resultados divergem dos obtidos pela avaliagdo fisico-quimica realizada por
Figueiredo (1990), que determinou um teor de carboidratos de 75,22% na vagem de algaroba.
Essa discrepancia pode ser atribuida a fatores como as diferentes condi¢des de cultivo e solo.

Esses resultados confirmam que os actcares sdo a principal fonte de nutrientes nesse
produto. Em relagdo aos tipos de agucares presentes, foi observada uma predominancia
acentuada de sacarose e uma presenga discreta de glicose, como relatado por Silva et al. (2001)
e Figueiredo (2009), que detectaram concentragdes de 46% e 29% de sacarose,
respectivamente.

O teor de proteinas encontrado por Jardim et al., (2022) na farinha de algaroba foi de
8,85%, proximo ao valor ja reportado na literatura de 9%, por Silva et al. (2007). Esse valor ¢
inferior ao detectado por Holmquist-Donquis e Rey (1997), que encontraram 14,56% de
proteinas na vagem inteira de algaroba, e superior ao valor obtido por Figueiredo (2009), que
identificou 5,58% de proteinas. Silva et al. (2002) constataram que a vagem de algaroba possui
um teor de proteina semelhante ao do milho (que varia de 7,43% a 10,9%), porém apresenta
um valor mais elevado de fibras, com 31% de fibra insoltvel ligada a 0,33% de tanino
condensado e 1,6% de fibra soltvel ligada a 0,88% de tanino soltvel estdo presentes na polpa

da vagem, que representa 56% do fruto. Esses autores também relataram que a polpa da vagem,
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correspondente a 56% do fruto, contém 1,6% de fibra soluvel associada a 0,88% de tanino
soltivel e 0,33g.100g™! de tanino condensado, além de 31% de fibra insolavel associada a.
Esses compostos possuem a capacidade de reter uma grande quantidade de agua,
aumentando consideravelmente de volume e formando solu¢des altamente viscosas
(FIGUEIREDO, 1990). Em outros estudos, foi constatado um teor de lipidios de 2,1 g por 100
g, 0 que ¢ considerado baixo em comparagdo com outras leguminosas, como a soja (apresenta
15-25% de lipidios totais). Essa quantidade ¢ inferior a relatada por Holmquist-Donquis e Rey
(1996) em sua pesquisa. Além disso, de acordo com Silva et al. (2007), foi observada uma
quantidade de 3,2 g de lipidios por 100 g na vagem de algaroba, enquanto Figueiredo (2007)
detectou uma quantidade de 4,89 g de lipidios por 100 g. Diante do exposto, pode-se constatar
que a algaroba possui uma ampla variedades de substancias presentes nas folhas, caule,
sementes e vagens que a possibilita diversas aplicacdes de interesse comercial, considera-se a
sua utilizacdo para producdo de carvdo vegetal, suplementacdo na ra¢do animal e como
substrato em processos biotecnoldgicos, dentre esses processos esta sua potencial aplicagdo na

producdo de enzimas microbianas.

3.2. SUBSTRATOS DE BAIXO CUSTO PARA PRODUCAO ENZIMATICA

As enzimas s3o amplamente utilizadas em diversos setores industriais, como:
alimentos, cosméticos, téxteis, medicamentos e diagndsticos. De acordo com estimativas, o
mercado para estas enzimas aumentara a uma taxa composta de crescimento anual de 7,1% de
2020 a 2027 (LEITE et al., 2021; MENEZES et al., 2022). Assim, a producao de enzimas
microbianas tem ganhado destaque na industria devido a sua ampla aplicabilidade em diversos
processos, mesmo que sua obtencdo seja onerosa, devido aos insumos e substratos utilizados
(RAMESH et al., 2020).

Nesse cendrio, substratos considerados de baixo custo ganham relevancia como
alternativas viaveis na produgao enzimatica, em que uma estratégia promissora ¢ a agregacgao
de valor a residuos de processamento agroindustriais, ou subprodutos da cadeia produtiva
biotecnoldgica ou, ainda, substdncias renovaveis com alta concentracdo de acgucares
fermentesciveis, que podem ser utilizadas como substratos para producdo de enzimas de
interesse industrial (KIRAN et al., 2014).

Diversos estudos tém sido realizados com o intuito de explorar esses substratos de
baixo custo como fontes promissoras de nutrientes para o crescimento microbiano e sintese de

enzimas. O uso desses substratos ndo apenas contribui para a redugdo de custos, mas também



24

representa uma abordagem sustentavel, pois aproveita residuos ou subprodutos que, de outra
forma, seriam descartados no meio ambiente (MUSSATO et al., 2012; MADEIRA JR et al.,
2017; SINGH et al., 2021; SHARMA et al., 2022). Alguns estudos podem ser citados a fim de
demonstrar que as pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de encontrar estratégias de
processos sustentaveis ambientalmente, seja utilizando cultivos em estado s6lido ou submerso.

No estudo de Shrestha et al. (2022), ao produzir a mistura de residuos agricolas de
casca de laranja, casca de roma e polpa e sementes de abobora, mostrou que a Streptomyces sp.
foi capaz de sintetizar diversas enzimas, sendo um forte concorrente para varios processos de
biodegradacao de residuos agricolas de baixo custo, em que a combinacao de residuos agricolas
melhorou a sintese de enzimas em oposi¢ao ao uso de uma Uinica matéria-prima.

Sharma, Sharma e Mahajan (2019), por sua vez, descrevem o uso de uma estratégia
para producao simultdnea aumentada de enzimas alcalinas xilanase-pectinase por um isolado
bacteriano em curto ciclo de fermentagdo submersa, adicionando a xilana extraida bruta e
pectina como substratos, 2% de farelo de trigo e 2% de casca de frutas citricas. Sethi et al.
(2016), também utilizou substratos naturais para a biossintese de pectinase de 4. terreus
NCFT4269, que incluiram bolo de 6leo de nim, bolo de 6leo de mostarda, bolo de 6leo de
amendoim, cascas de grama verde, cascas de grama preta, cascas de ervilhaca, residuos de
milheto, arroz quebrado, farelo de trigo, milheto residuos, bagaco de maca, cascas de banana e
cascas de laranja.

Pode-se, ainda, enfatizar o uso da casca de fruta como matéria-prima de baixo custo
para producdo de enzimas, como mencionado pelos estudos supracitados. A casca de banana,
por exemplo, tem sido investigada como fonte de pectinases, amilases e celulases. Estudos
demonstraram que o extrato aquoso de cascas de banana proporcionou um ambiente propicio
para a produ¢do dessas enzimas por fungos filamentosos, como Aspergillus niger (LIU et al.,
2017).

No entanto, quando investigou dois substratos, a casca de laranja e a polpa de
beterraba, Almowallad et al. (2022), afirmaram que a polpa de beterraba foi a fonte de carbono
mais preferida em relagdo a casca de laranja e, quando comparado a polpa de beterraba sacarina,
0 meio que incluia casca de laranja como Unica fonte de carbono produziu o teor maximo de
proteina para todas os fungos testados em culturas agitadas e estaticas. Em relagdo aos fungos,
A. niger AUMC 4156 mostrou-se mais promissor como produtor de endo-PG, mas P. oxalicum
AUMC 4153 produziu mais endo-PG quando as condi¢des foram perturbadas.

Outro subproduto de baixo custo bastante estudado ¢ o bagago de cana-de-actucar. Esse

residuo ¢ rico em celulose e hemicelulose, tornando-o uma excelente fonte de nutrientes para
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microrganismos produtores de enzimas celuloliticas. A producdo de celulases e xilanases a
partir do bagaco de cana-de-acticar por fungos do género Trichoderma, ja foi relatada
(MOHARRAM, ZOHRI e HUSSEIN, 2021).

Foi reportada a utilizacdo de subprodutos da industria de alimentos, como a torta de
girassol. A torta de girassol € rica em proteinas e lipidios, o que a torna uma excelente opgao
para a producao de enzimas proteoliticas e lipoliticas. Pesquisas t€m demonstrado a produgao
dessas enzimas por fungos do género Aspergillus a partir da torta de girassol (BILAL et al.,
2020; SOUSA et al., 2022).

E importante destacar que a escolha do substrato de baixo custo adequado depende das
caracteristicas especificas do microrganismo produtor de enzimas e da enzima desejada.
Portanto, estudos de otimiza¢do do processo e ajustes nas condi¢cdes de fermentagdao sdo
fundamentais para maximizar a produgdo enzimatica a partir desses substratos. O
aproveitamento de residuos agroindustriais como fontes de nutrientes representa ndo apenas
uma abordagem econdmica, mas também uma forma de agregar valor a subprodutos,
transformando-os em produtos de alto valor produtivo, com potencial aplicagao em diversas
industrias. A continua pesquisa nessa area pode proporcionar novas oportunidades e avancos
na producdo de enzimas, impulsionando a industria biotecnoldgica e seu impacto positivo no

meio ambiente (SINGH et al., 2021).

3.3 SUBSTANCIAS PECTICAS E PECTINASES

3.3.1. Substancias pécticas

As substincias pécticas sdo consideradas macromoléculas de alto peso molecular e
desempenham um papel significativo na composi¢ao da lamela média. A lamela média ¢ uma
camada fina de material presente entre as paredes celulares de plantas superiores. Sua fung¢ao
principal € atuar como uma substancia adesiva, proporcionando coesao entre as células vegetais
(UENOJO e PASTORE, 2007).

A parede celular principal e a lamela média das plantas superiores sdo compostas
principalmente de heteropolissacarideos, que também conferem aos tecidos vegetais sua
coeréncia e estabilidade estrutural. Em materiais pécticos, em que o carbono C-6 do galactato
¢ oxidado junto com arabinanos e arabinogalactanos, ramnogalacturonanos e galacturonanos

sdo normalmente os dois principais componentes quimicos. Os componentes resultantes tém
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uma estrutura significativa de unidades de &cido anidrogalacturdnico e s3o materiais
poliméricos coloidais estruturalmente heterogéneos (RHEMAN et al., 2021).

A pectina, exemplo dessas substincias pécticas, ¢ classificada como um
heteropolissacarideo composto, principalmente, por residuos de 4cido galacturénico (GalA)
ligados em a (1—4) (Figura 3.6), e com grau variavel de grupos carboxilas metil esterificados,
com residuos de agucares do tipo ramnose, arabinose e xilose, como explicitado na Figura 3.7.

(CANTERI et al., 2012; VORAGEN et al., 2009).

Figura 3.4 - Estrutura da molécula de pectina, exibindo a estrutura do 4cido galacturonico
parcialmente metilesterificado.
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Fonte: Alkorta etal., 1999.

Os grupos carboxila de GalA sdo neutralizados total ou parcialmente por ions potassio,
sodio e amonio, e sdo parcialmente esterificados por residuos metila. As unidades de a-1,4-d-
galacturonato ligam aproximadamente 2-4% das unidades de L-ramnose, que por sua vez ligam
B-(1 — 2) e B-(1 — 4) a unidades de galacturonato. Carboidratos simples como fucose, xilose,
arabinano, galactano ou arabinogalactano estdo entre as cadeias laterais; no entanto, seu
comprimento e composi¢do sdo diferentes. Devido aos seus dtomos C1 e C2, eles estdo
conectados a cadeia central (MOHNEN, 2008). O acido galacturénico (GalA) conectado por
ligagdes a-D-1,4 forma a cadeia primaria do polimero de pectina, que ¢ composta por trés

secoes principais (KHATTAB, 2022) (Figura 3.7):
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Figura 3.5 - (a) Estrutura da pectina (b) Estrutura da pectina no modelo tradicional exibindo o

homogalacturonan (HG) como espinha dorsal, regido lisa e residuo de 60 actcares.
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Fonte: Traduzida de Khattab (2022)

O residuo D-Galacturdnico forma a maioria das moléculas da série. No meio aquoso,
os polimeros nao sdo uma cadeia linear; em vez disso, eles sdo altamente flexiveis e podem
dobrar e alongar. Descobriu-se que o arranjo da pectina de vérias fontes muda, e as
caracteristicas da pectina estdo intimamente ligadas aos residuos da metilagdo do 4cido
galactourdnico, que normalmente ¢ de 70% (HAAS et al., 2020). O acido fertlico esta presente
nos terminais ndo reduzidos dos dominios contendo arabinose neutra e/ou galactose na pectina
acida e neutra. Devido as interagdes entre sua estrutura de dominio e outros produtos quimicos
inorgénicos e organicos ionizados, a pectina possui aproximadamente um residuo teruloil para
cada matriz (YAPO et al., 2007).

O teor de substancias pécticas pode variar de acordo com o vegetal e sua origem.
Diversas fontes de substancias pécticas sdo encontradas na natureza, como o bagago de maga,
albedo citrico (maracuj4, laranja, entre outros), polpa de beterraba, sementes de girassol, bem
como em muitos outros frutos (CANTERI ez al., 2012).

De acordo com as defini¢des do comité da American Society, as substancias pécticas
podem ser classificadas da seguinte forma: protopectinas que sao substancias precursoras das
substancias pécticas e caracterizam-se por serem insoluveis em dgua. Quando sao hidrolisadas,
dao origem a pectina ou aos acidos pécticos; acido péctico que se trata de um polimero solavel

composto por acido galacturdénico, com uma quantidade insignificante de grupos metil



28

esterificados. Os sais desses acidos sdo denominados pectatos, como os acidos pectinico que se
refere ao acido poligalacturdnico coloidal, que apresenta uma quantidade significativa de
grupos metil esterificados (superior a zero e inferior a 75%). Enquanto isso, os sais desses
acidos sao chamados de pectinatos, como a pectina que ¢ um material polimérico no qual pelo
menos 75% dos grupos carboxila do acido galacturdnico estdo esterificados com metanol
(BECKMAN, 2019).

A presenga de pectina confere rigidez a parede celular quando esta ligada a celulose.
Durante o amadurecimento das frutas, a estrutura da pectina ¢ alterada por enzimas presentes
naturalmente. Conforme descrito por Smith (2018), essas altera¢des incluem a quebra das
cadeias da pectina ou das cadeias laterais ligadas as unidades que compdem a cadeia principal.
Essas modificacdes resultam em uma pectina mais soluvel, diminuindo sua for¢a nas paredes

celulares adjacentes e causando amolecimento do tecido vegetal (Figura 3.8).

Figura 3.6 - Estrutura da parede celular vegetal contendo as moléculas de pectina
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Fonte: Molecular Expressions (2015)

De acordo com Smith et al. (2009), a pectina ¢ uma mistura de diferentes compostos,
sendo o acido pectinico o componente predominante. Essa substincia é encontrada na forma
nativa na parede celular e pode estar interligada a outros polissacarideos estruturais e proteinas,
formando a protopectina insoluvel. As substancias pécticas podem variar em relacdo ao grau
de esterificacdo metilica, propor¢ao de actcares neutros e grau de polimerizacao, dependendo
de sua origem (SMITH et al., 2009). Além disso, essas substancias podem apresentar
esterificacdo adicional com acido acético nos carbonos 2 e 3 da unidade de acido galacturonico,

0 que contribui para aumentar a heterogeneidade desses compostos (JONES et al., 2012).
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As pectinas sdo polissacarideos compostos por dezessete monossacarideos diferentes,
que se organizam em diversas estruturas através de mais de vinte tipos de ligacdes para formar
uma rede (VORAGEN et al., 2009; VINCKEN et al., 2003). As pectinas sdo compostas por
cadeias que englobam éacidos urdnicos, hexoses, pentoses e metilpentoses. Essas cadeias podem
apresentar substituicdes de metanol, acido acético e acidos fendlicos. Os agticares encontrados
nas pectinas podem existir tanto na forma furanosidica quanto na forma piranosidica, e podem
exibir diferentes anomeros (AXELOS e THIBAULT, 1991). Além disso, as pectinas podem
apresentar uma variedade de ligagdes entre os mondmeros, incluindo o (1—4), a (1-5), B
(1-3), B (1—4) e B (1—6) (ZUDNEK et al., 2021).

A pectina é composta por diferentes tipos de cadeias, incluindo a homogalacturonana
(HG), a ramnogalacturonana I (RG-I), a ramnogalacturonana II (RG-II), a xilogalacturonana
(XGA), a arabinogalactana I (ARA-I), a arabinogalactana II (ARA-II), a arabinana (ARA) e a
apiogalacturonana (API). A HG corresponde a cerca de 60-65% do total da pectina e possui
unidades de acido a-D-galactopiranosiluronico em ligagcdes 1—4. As cadeias de HG podem
apresentar metil-esterificagdes parciais nas carboxilas e, dependendo da fonte vegetal, podem
ser parcialmente acetiladas no C-3 ou C-2 (WILLATS et al., 2003).

A RG-I ¢ representada por um dissacarideo [—4-a-D-GalA-(1—2)-0-LRha-(1—]n,
sendo uma cadeia que contém unidades de ramnose e diversas cadeias de glucanas
(principalmente arabinana e galactana) ligadas a ela. A RG-I corresponde a 20-35% da pectina
e possui uma composicdo heterogénea de agticares (WILLATS et al., 2003). A RG-II ¢ o
segmento mais complexo da pectina, representando 10% da composi¢do. Essa estrutura ¢
composta por um esqueleto de homogalacturonana com unidades monoméricas e cadeias
laterais contendo diversos tipos de acticares peculiares. A XGA ¢ uma homogalacturonana com
substituicdo de xilose na posi¢do 3, podendo variar em grau de xilosidagdo (WILLATS et al.,
2003).

A ARA-I ¢ composta por um esqueleto B-D-Galp com residuos de a-L-Araf ligados
as unidades galactosil na posicao 3. A ARA-II esta associada principalmente a proteinas, sendo
composta por um esqueleto B-D-Galp 1—3 com cadeias curtas de a-L-Araf. A ARA ¢ formada
por um esqueleto de a-L-Araf com cadeias laterais de a-L-Araf. A API ¢ uma HG substituida
por D-apiofuranose no O-2 ou O-3 e estd presente em certas plantas aquaticas. Diante do
exposto ¢ que estudos t€ém permitido a elaboragdo de estruturas hipotéticas da pectina, com
modificacdes baseadas em novas evidéncias analiticas (WILLATS et al., 2003).

Unidades de L-arabinose ou 4acido D-galacturénico sdo normalmente encontradas nas

cadeias laterais de ramnogalacturonanos. Aproximadamente 60-70% das unidades de
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galacturonato nos tecidos vegetais sdo esterificadas com metanol, e o etanol também ¢ usado
com pouca frequéncia. Os compostos pécticos sdo categorizados como protopectina, acido
pectinico, pectina e acido poligalacturonico de acordo com o grau de esterificagdo (Tabela 3.4).
Uma das principais causas da heterogeneidade nos compostos pécticos € o tamanho molecular,
o grau de esterificagdo e a distribui¢do de peso dos residuos de acido poligalacturénico. Os
compostos pécticos que foram extraidos de diversas fontes, incluindo frutas citricas, magas e

ameixas, t€ém pesos moleculares relativos que variam de 25 a 350 kDa.

Tabela 3.3 - Diferentes tipos de substancias pécticas

Substincia péctica Descri¢io estrutural Propriedades
Unidades de galacturonato ligadas por ligagdes -
1,4-glicosidicas. Os grupos carboxila sdo Insoluveis em agua.
Protopectina altamente esterificados com metanol. O polimero ¢  Grau de esterificagéo
altamente reticulado com Ca2+ ou com outros >90%
polissacarideos.
Unidades de galacturonato ligadas por ligagdes -  Soluvel em agua. Grau
Pectina 1,4-glicosidicas. Os grupos carboxila sdo de esterificagdo pelo
esterificados com metanol. menos 75%
Unidades de galacturonato ligadas por ligagdes - Solavel em agua. O
Acido péctinico 1,4-glicosidicas. Os grupos carboxila sdo grau de esterificacdo
ligeiramente esterificados com metanol varia entre 0 ¢ 75%
Unidades de galacturonato ligadas por ligagdes -  Soluvel em agua. Grau

Acido péctico 1,4-glicosidicas. de esterificacdo 0
Unidades de galacturonato ligadas por ligagdes -
1,4-glicosidicas com unidades de ramnose
Ramnogalacturonano revestidas por ligagdes -1,2 e -1,4. As cadeias Solavel em agua.
laterais sdo polimeros homogéneos de acido
galacturdnico e arabinose

Fonte: Adaptado de Gummadi, Manoj e Kumar (2007)

3.3.2. Enzimas pectinoliticas

Uma classe de enzimas conhecidas como pectinases (Figura 3.9) ¢ responsavel por
catalisar a quebra de compostos pécticos encontrados nas plantas. As pectinases sdo um grupo
de enzimas responsaveis pela degradacdo das substincias pécticas encontradas nas plantas
(MUKESH KUMAR et al., 2012). Numerosos organismos, incluindo bactérias, fungos,
leveduras, insetos, nematoides, protozoarios e plantas, sdo capazes de produzir enzimas

pectinoliticas (BONNIN e PELLOUX, 2020).
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Figura 3.7 - Tipos principais de pectinases

Pectinase (PEMA) (10JV) Pectinase (PG] (11A5) Pectinase (endo-PG) (1THGE)
Fonte: Liu e Kokare (2023)

Essas enzimas sdo classificadas em trés grupos principais, com base em seus
mecanismos de acdo sobre as moléculas de polimeros pécticos. O grupo das protopectinases
degrada a protopectina insoluvel, originando uma pectina polimerizada altamente soluvel. As
esterases atuam na desesterificacdo da pectina, removendo grupos metoxil das substancias
pécticas e formando 4cido péctico. As despolimerases catalisam a clivagem hidrolitica das
ligacdes glicosidicas o (1—4) presentes nos mondmeros de acido p-galacturénico das
substancias pécticas (JAYANI et al., 2005).

Com base nas formas como atuam na molécula do polimero péctico, as pectinases sao
categorizadas em trés grupos principais: esterases, que catalisam a remocao do grupo metoxil
das substancias pécticas para formar acido péctico; despolimerases, que catalisam a clivagem
hidrolitica de ligagdes glicosidicas a(1->4) entre os mondmeros do acido D-galacturonico de
substancias pécticas; e as esterases, que catalisam a degradagdo da protopectina insoltuvel e
produzem pectina polimerizada altamente soltivel (RHEMAN et al., 2021).

A ocorréncia de diferentes versdes dessas enzimas provavelmente se deve a
diversidade de compostos pécticos encontrados nas células vegetais. As pectinases sao
categorizadas de acordo com seu substrato e mecanismo de reagao enzimatica (SHET, DESAI
e ACHAPPA, 2018). As pectinases reciclam carbono quebrando materiais pécticos em
galacturonanos saturados e insaturados. Esses galacturonanos sdo catabolizados em 5-ceto-4-
desoxi-uronato, piruvato e 3-fosfogliceraldeido (GUNJAL et al., 2020).

A classificacdo das pectinases ¢ baseada no substrato preferencial, no mecanismo de
acdo e nos sitios de clivagem, resultando em dois grupos principais: despolimerizantes e
desmetoxilantes (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al, 2001). As enzimas

desmetoxilantes atuam removendo grupos metil da cadeia principal, enquanto as enzimas
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despolimerizantes quebram as ligagdes a,1-4 entre os mondmeros de acido galacturdnico, tanto
por hidrélise (hidrolases) quanto por trans-eliminagao (liases) conforme pode ser analisado no

Tabela 3.5.

Tabela 3.4 - Classificacdo das enzimas pectinoliticas

Enzima Modo de acao Substrat.o
preferencial

PECTINASES DESPOLIMERIZANTES

hidrolise de ligagdes al-4
Poligalacturonase (PG) endo-PG ou exo PG 1 (monomeros) e  Acido péctico
ex0-PG 2 (dimeros)

hidrolise

endo-PMG ou exo-PMG
trans-eliminagdo
Pectina liase (PL) endo-PL ou exo-PL

Polimetilgalacturonase (PMG) Pectina

Pectina

trans-eliminacdo ro . L.
¢ Acido péctico

Pectato liase (PAL) endo-PL ou exo-PL
PECTINASE DESMETOXILANTE
Pectinesterase (PE) desesterificacdo de grupos metil Pectina

Fonte: Adaptado de Alkorta et al. (1998) e Kashyap et al. (2001).

As enzimas do grupo de pectinases despolimerizantes tém como fun¢do degradar o
polimero de pectina ou &cido péctico via hidrdlise ou transeliminacdo. As enzimas que integram
o grupo de hidrolases sdo: as polimetilgalacturonases (PMG), que t€ém como substrato
preferencial a pectina; e poligalacturonases (PG), que atuam preferencialmente sobre acidos
pécticos. Também fazem parte deste grupo as liases, como: a pectina liase (PL), que tem
preferéncia por pectina; e o pectato liase (PGL), que tem preferéncia por acido péctico (LIU e

KOKARE, 2023).

3.3.2.1. Poligalacturonases — PG

As poligalacturonases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligagdes a,1-4 entre
residuos de acido galacturdnico ndo esterificados. Seus substratos preferenciais sdo acidos
pécticos ou acidos poligalacturonicos com baixo grau de esterificagdo. Sua agdo pode ocorrer
internamente na cadeia principal, liberando oligdmeros (endo-PG), ou na extremidade nao-
redutora, liberando monomeros (exo-PG).

A hidrolise aleatéria das ligagdes internas da cadeia de acido poligalacturdnico,

catalisada pela endo-poligalacturonase (endo-PG) (EC 3.2.1.15), resulta em uma redugdo
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significativa da viscosidade de uma solucdo, sendo que apenas 2 a 3% da quebra das ligagdes
glicosidicas pode levar a uma redugao de viscosidade (FOGARTY e KELLY, 1983). Para essa
enzima, a velocidade e propor¢cdo de hidrdlise sdo menores quanto maior for o grau de
esterificacdo, uma vez que sua agdo catalitica ¢ favorecida na presenca de grupos carboxilicos
livres (ROUMBOUTS e PILNIK, 1980). As endo-PG sdo produzidas por uma ampla variedade
de organismos, como fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas superiores e alguns
nematoides parasitas de plantas (HAILE e AYELE, 2022).

As exo-poligalacturonases (exo-PQG) catalisam a hidrolise das ligagdes terminais a,1-
4 da cadeia de acido poligalacturdnico. Existem dois grupos de exo-PG diferenciados pelo
produto final liberado: exo-PG1 (EC 3.2.1.67), que libera mondmeros de acido galacturdnico,
e exo-PG2 (EC 3.2.1.82), que libera dimeros (SILVA et al., 1997). A medida que os substratos
sao hidrolisados pelas exo-PG, ocorre um aumento consideravel na concentra¢do de grupos
redutores devido a liberagdo de mondmeros de acido galacturénico, e a viscosidade das
solugdes diminui lentamente. Uma reducao de 50% na viscosidade s6 ¢ alcangada quando cerca
de 35-40% das ligagdes glicosidicas sdao hidrolisadas por essa poligalacturonase. As exo-PG
sdo encontradas em diferentes frutas e vegetais e podem ser produzidas por fungos filamentosos
e bactérias (SAMANTA, 2019).

Em fungos fitopatogénicos, as poligalacturonases parecem desempenhar um papel
como fator de viruléncia, degradando a pectina presente na parede celular ¢ aumentando a
acessibilidade para a degradagdo por outras enzimas, resultando na lise celular e na destrui¢cdo
dos tecidos da planta (LIPPUNER, CYERT e GASSER, 1996; LANG e DORNENBURG,
2000). Nas plantas, essas enzimas desempenham fungdes importantes, como o reconhecimento
de sinais liberados pela acdo de fitopatogenos e herbivoros, o que desencadeia respostas de
defesa (BERGEY et al., 1999). Além disso, as PGs s@o essenciais para o amadurecimento de
frutas (HADFIELD e BENNETT, 1998).

As PGs presentes em frutas geralmente sdo inativadas durante o processamento
industrial, sendo necessaria a adi¢ao de enzimas exogenas. Altos niveis de PG sao utilizados na
producdo de alimentos infantis e na estabilizagdo de suco de laranja (Silva et al., 2005). Essas
enzimas sdo empregadas durante a maceragao de frutas e na extragdo e clarificagdo de vinhos e
sucos (LANG e DORNENBURG, 2000).

A determinacao da atividade enzimadtica das poligalacturonases pode ser realizada pela
medida da redugdo da viscosidade de uma solu¢do (para endo-PG) ou pelo aumento da
concentragdo de agucares redutores (para exo-PG), devido a natureza dos produtos liberados

por essas enzimas (TOUNSI ef al., 2016).
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3.3.2.2. Pectina liase — PL

A pectina liase, PL, ¢ uma enzima que rompe as liga¢des a,1-4 entre residuos de
acido galacturénico através do mecanismo de transeliminagdo. Esse processo resulta na
formacgdo de uma dupla ligagcdo entre os carbonos 4 ¢ 5. A enzima PL pode ser dividida em
endo-PL e exo-PL, sendo que a endo-PL libera oligdmeros de acido galacturénico e a exo-PL
libera mondmeros de 4cido galacturonico (ULUISIK e SEYMOUR, 2020).

As pectina-liases tém preferéncia por substratos com alta metilacdo e apresentam
menor afinidade por substratos com menor grau de esterificagdo (SAFRAN et al., 2023). Por
essa razao, essa enzima ¢ capaz de despolimerizar moléculas de pectina altamente esterificada
sem a acdo prévia de outras enzimas, resultando na diminuicao da viscosidade e na clarificacao
de sucos, sem comprometer o teor de ésteres volateis responsaveis pelo aroma de vérias frutas.
Muitas pectina-liases sdo ativadas pela presenga de calcio (ZHENG et al., 2021).

Ademais, as pectina-liases sdo predominantemente produzidas por fungos
filamentosos e, em sua maioria, sdo extracelulares (THAKUR ef al., 2022). Entre os fungos,
destaca-se o género Penicillium, incluindo espécies como P. italicum, P. digitatum, P.
griseoroseum ¢ P. oxalicum, devido as caracteristicas e quantidades de enzimas secretadas
(ALANA et al., 1990). Nos tltimos anos, varios estudos tém sido realizados visando a produgio
e a caracterizacao dessas enzimas (SAHARAN e SHARMA, 2019; ZEUNER et al., 2020).

Em infecg¢des causadas por fungos fitopatogénicos, as pectina-liases, juntamente com
as poligalacturonases, desempenham um papel no apodrecimento de frutas e vegetais durante
o armazenamento (LI et al., 2023). Pectina-liases de fungos nao patogénicos atuam na
decomposicdo de matéria organica morta. Além disso, essas enzimas possuem importancia na

industria téxtil e de alimentos (SAHU et al., 2023; WOIJTASIK et al., 2024).

3.3.2.3. Pectinesterase — PE

As pectinesterases (PEs), também conhecidas como desmetoxilantes ou
desesterificantes, sdo pectinases responsaveis pela hidrélise dos grupos metoxil da pectina,
resultando na liberagao de metanol. A acao da PE tem pouco efeito sobre a viscosidade das
solugdes. Esta enzima atua sobre a pectina de alta metoxilacdo e a transforma em pectina de

baixa metoxilag¢do, sendo, portanto, imprescindivel para a acdo de outras pectinases, como as
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poligalacturonases, uma vez que estas atuam sobre pectina de baixa metoxilagido (VILARINO
et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002).

Estas enzimas sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos, algumas bactérias e
leveduras. Além de auxiliar fitopatdgenos no processo de infec¢do em plantas, nutri¢do e atuar
no amadurecimento de frutos, estas enzimas t€ém um papel importante na industria de alimentos,
disponibilizando pectina de baixa metoxilacao para as PGs e para utilizagao em alimentos com

baixas calorias (VILARINO et al., 1993; AIZENBERG et al., 2002).

3.3.3. Fungos filamentosos usados na producdo de enzimas pectinoliticas

Diversos organismos sdo capazes de produzir enzimas, incluindo plantas, bactérias,
algumas leveduras, fungos filamentosos e organismos simbiontes de animais (LADJAMA et
al., 1991; FERNANDES-SALOMAO et al., 1996; PRADE et al., 1999; SIROTEK et al., 2001;
SILVA et al.,2005). No entanto, os estudos sobre a produgao de pectinases sdo mais abundantes
para fungos filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais sao principalmente provenientes

desses microrganismos (SHRESTHA, RAHMAN e QIN, 2021).
3.3.3.1 Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp. (Figura 3.10) pertence ao reino Fungi e a divisdo Ascomycota, que

engloba os fungos filamentosos que produzem esporos assexuados em estruturas denominadas

ascos.

Figura 3.8 - Conidioforos, fialides, conidios e clamiddsporos terminais de P. varios.
oz 3

Fonte: University of Adelaide! (2020

! Disponivel em: https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-
susceptibility/hyphomycetes-conidial-moulds/paecilomyces.
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Infectando humanos e outros vertebrados, Paecilomyces ¢ um fungo filamentoso
saprobico comum que pode ser isolado do solo, decompondo vegetagdo, insetos, nematoides e
ar de laboratério (como contaminante). Este género contém varias espécies que sdo patdogenos
de plantas. Embora as infec¢des por P. lilacinus em pessoas sejam frequentemente relatadas
como parte da micobiota do solo, a fonte dessas infeccdes raramente ¢ identificada
(SENTHILKUMAR et al., 2020). A Tabela 3.6 mostra a classificacdo taxondmica dessa

espécie.

Tabela 3.5 - Classificacdo taxondmica do Paecilomyces sp.
Classificacdo taxonémica

Reino Fungi
Divisao Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Ordem Sordariales
Familia Trichocomaceae
Género Paecilomyces
Espécie sp.

Fonte: Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

Paecilomyces ¢ um género de fungo ascomiceto amplamente distribuido e com
propriedades Unicas que lhe permitem crescer em uma variedade de habitats (LI et al., 2020).
Suas espécies variam de saprofitas do solo a doencas humanas. As espécies deste género
diferem na capacidade de produzir uma ampla gama de enzimas bioquimicas, como celulases,
pectinases, quitinases, fitases, tanases, lacases, xilanases e micotoxinas, bem como nos
metabolitos secundarios que secretam e que podem ter usos biotecnoldgicos (HUSSAIN et al.,
2012; HANSENS et al., 2015).

Esses fungos sdo amplamente estudados devido a sua diversidade e ao potencial de
produ¢do de enzimas e metabodlitos de interesse industrial (LIU et al., 2014). O género
Paecilomyces compreende um grupo heterogéneo de fungos, sendo caracterizado pela
formacgao de conidios unicelulares que sdo produzidos em estruturas especializadas, conhecidas
como conidioforos (LIU et al., 2014).

Uma das espécies mais conhecidas do género € o Paecilomyces lilacinus, que tem sido
amplamente estudado devido a sua capacidade de produzir enzimas como a celulase
(WINARSA ¢ MUZAKHAR, 2022), além de apresentar potencial como agente de controle
bioldgico contra nematoides e insetos (MORENO-GAVIRA et al., 2020; CONSTANTIN et

al., 2022). No entanto, existem diversas outras espécies de Paecilomyces que também tém
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mostrado potencial biotecnoldgico. Varias cepas de P. variotii foram isoladas e¢ avaliadas
quanto a sua capacidade de produzir enzimas. Felizmente, algumas destas estirpes foram
identificadas como fontes potencialmente uteis de vérias enzimas, incluindo amilases
(APOSTOLIDI et al., 2020), quitinases (BINH et al., 2019) e xilanases (ABDELLA et al.,
2021).

3.3.3.2. Penicillium sp.

Um género de fungo saprofiticoé o Penicillium (Figura 3.11). Eles sdo frequentemente
chamados de mofo verde ou azul. Para a fabricagdo de queijo, acidos organicos e antibioticos,
sdao comercialmente significativos. Como decompositores no meio ambiente, eles sdo cruciais.
Penicillium estd presente em uma variedade de ambientes, incluindo solo, ar, alimentos em
decomposicdo, etc. Um dos antibidticos mais importantes isolado de Penicillium sp. é a

penicilina.

Figura 3.9- Corpo de frutifica¢do do Penicillium sp.

. >
iy
e J

Fonte: So Biologia (2020)_

O género Penicillium pertence ao filo Ascomycota ou Ascomycetes. Sua classificacao
¢ baseada nos ascésporos que produzem durante a reprodugdo sexuada. Penicillium se traduz
como “pincel de pintor”. Seu nome vem das cadeias de conidios formadas assexuadamente que

emergem como uma escova terminal no micélio.

Disponivel em: http://www.sobiologia.com.br.
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Penicillium sp ¢ um fungo teleomorfico (sexual) membro do grupo de fungos
Trichomaceae, bem como da ordem Eurotiales, classe Eurotiomycetes e subclasse
Eurotiomycetidae. Segundo Kimata ef al. (1978), estes incluem fungos conidiais saprobicos
amplamente distribuidos, que crescem em varios substratos, Penicillium, e o agente causal de
apodrecimento em citrinos, podriddes de frutos que sdo frequentemente experimentadas no
periodo pos-colheita. Estes sdo patogenos fracos que t€ém como alvo 6rgaos de reserva como
frutas e sementes.

Eles também podem causar a produgdo de micotoxinas nas sementes. Os géneros
Talaromices e Eupenicillium contém os estagios teleomorficos das espécies de Penicillium. O
ascoma nao possui himénio e € cleistotecial, com os ascos dispersos por sua cavidade. Quando
os ascosporos amadurecem, a parede arredondada do asco se rompe. Os conidios desenvolvem-
se em cadeias finas, longas e brilhantes. Os conidioforos sdo lisos, ovais, assimétricos e
relativamente grandes (BODADE et al., 2010). A estrutura do Penicillium é composta pelo
micélio, parede celular, poro central, coniodi6foros, conidios, fialideos, ascosporos, conforme

mostrado no fluxograma a seguir (Figura 3.11):

Figura 3.11 - Estrutura com Diagrama

. O micélio é composto por uma A parede celular é
A estrutura vegetativa
o, estrutura filamentosa longa, composta por um
do Penicillium éum |—> . ) > . ;
L . altamente ramificada, multinucleada polissacarideo de
micélio multicelular . . . .
e septada, conhecida como hifas. glicose e quitina
. Os conidiéforos estdo
A continuidade . L .
. . presentes na extremidade do Os conidios sdo produzidos na
citoplasmatica é . . , .
. . ramo junto com os sucessdo basipeta, ou seja, 0
mantida atravésdo | —> L L. > . o K
conididsporos esféricos, que conidio mais jovem estd
poro central, presente .
sdo esporos assexuados presente na base
nos septos .
produzidos exogenamente.
Os conidios sdo produzidos a —
. ) , . Alguns dos micélios
partir de células Os ascdsporos sdo encontrados .
. i crescem mais
especializadas chamadas em ascos dispostos em ascocarpos,
, LN B . LN profundamente no
fialideos, presentes no grupo que s30 esporos sexuais .
- . substrato para derivar
e que ddo ao fungo uma produzidos endogenamente. .
.. alimento
aparéncia de escova.
O alimento é
armazenado na forma
de glébulos de dleo

Fonte: Goswami (2020)
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Penicillium se reproduz por meios vegetativos, assexuados e sexuais. Na reprodugdo
vegetativa, a fragmentagao ¢ utilizada para criar novas plantas; cada fragmento cresce sozinho
em um micélio inteiro. A reprodugao assexuada ocorre em estruturas unicas conhecidas como
conidioforos (LOPEZ-VILLAVIVENCIO et al., 2010).

A diversificada gama de enzimas extracelulares geradas pelas espécies de Penicillium
¢ crucial para a degradagdo microbiana de moléculas organicas. Varias enzimas celuloliticas e
outras polissacarases, como o- ¢ B-glucanases, hemicelulases e enzimas pécticas, bem como
uma variedade de lipases e enzimas proteoliticas que sdo conhecidas por serem responsaveis
pelo desenvolvimento de sabores distintos em queijos curados, sdo exemplos notaveis de
hidrolases de Penicillium (HAMLYN, WALES e SAAGR, 1987).

Como fungos do solo, estudos demonstraram a capacidade das cepas de Penicillium
de metabolizar hidrocarbonetos (YANG ef al., 2023) e criar enzimas extracelulares (PAN et
al.,2023; SINITSYN et al., 2021). As cepas de Penicillium t€m a capacidade de criar celulose
(LT etal., 2021; XIE et al., 2023), mananase (BANDORIA, DIVECHA e SHAH, 2021; FODA
et al.,2022; BANGORIA, PATEL e SHAH, 2023) e pectinase (AHMED e RAHMAN, 2021;
MACEDO et al., 2023; NUNEZ-SERRANO et al., 2024), o que sugere que essas cepas podem
utilizar uma variedade de residuos agricolas. A possibilidade de produzir estas enzimas caras

poderia ser levada em consideracdo para aplicagdes biotecnologicas.

3.3.3.3. Aspergillus sp.

Fungos filamentosos conhecidos como espécies de Aspergillus sdo frequentemente
encontrados no solo, decompondo matéria vegetal, sementes e graos, onde florescem no papel
de saprofitas. Com cerca de 250 espécies, Aspergillus ¢ um género relativamente grande. Estas
espécies sdo atualmente categorizadas em sete subgéneros, que sdo divididos em multiplas
secdes compostas por espécies relacionadas (RAPER e FENNELL, 1965; GAMS et al., 1985;
GEISER et al., 2007). A morfologia estd demonstrada na Figura 3.12.
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Figura 3.10 -Morfologia do Aspergillus sp.

Aspergillus
niger
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fialidy
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Fonte: Adaptado de Taniwaki, Pitt e Magan (2018)

As hifas sdo hialinas e septadas. A célula basal do pé nas hifas de suporte ¢ onde
comegam os conididforos e terminam em uma vesicula na ponta. A formagdo normal do
Aspergillus ¢ uma vesicula. Diferentes espécies tém diferentes morfologias e cores de
conidioforos. As fidlides em forma de frasco cobrem total ou parcialmente a superficie superior
da vesicula. As fidlides sdo bisseriadas, aderindo a vesicula através de uma célula de suporte
conhecida como métula, ou unisseriadas, fixando-se diretamente a vesicula. Os conidios
esféricos que formam cadeias radiais estdo situados acima das fialides (AFZAL et al., 2013;
ZULKIFLI e ZAKARIA, 2017).

As espécies de Aspergillus t€m sido utilizadas hd muito tempo como organismos
modelo no estudo do crescimento de fungos filamentosos. Isso ocorre porque seus sistemas de
reproducao sexual homotalico (autofértil) e heterotalico (cruzamento obrigatorio), bem como
sua morfologia de desenvolvimento assexuada bem caracterizada, os tornam simples de cultivar
e manipular em laboratorio. Desde a sua criagdo como organismo modelo por Pontecorvo
(1953), a espécie homotélica 4. nidulans em particular tem sido amplamente utilizada para
estudos sobre a base genética da esporulagdo assexuada e sexual (OJEDA-LOPEZ et al., 2018;
ETXEBESTE e ESPESO, 2020; SON et al., 2023).

Os esporos assexuados conhecidos como conidios, produzidos em grandes
quantidades pelas espécies de Aspergillus, sdao amplamente reconhecidos. Embora
ocasionalmente existam casos isolados de Aspergillus com morfologias distintas da cabeca dos

conidios, estes sao gerados a partir de conidioforos que compartilham a morfologia distinta do
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Aspergillus, que consiste em células do pé, pedunculos e métulas com vesiculas e fialides com
conidios radiantes (YU, 2010; SAMSON et al. 2014). Em A. nidulans, milhares de genes sao
regulados durante o inicio da conidiacdo (GARCIA et al., 2013; CANOVAS et al., 2014). Esses
genes incluem reguladores centrais, responsivos a luz e aveludados, bem como uma variedade
de ativadores a montante e repressores negativos.

As infecgdes fungicas das plantas resultam naturalmente na producao de enzimas pelos
fungos. Diversos fungos que causam doengas em plantas, como conhecidos como fungos
fitopatogénicos, produzem enzimas extracelulares significativas que sdo indicativas de sua
patogenicidade e sdo utilizadas no processo de patogénese, bem como na degradagdo e
transporte de nutrientes para as células (FONSECA et al., 2018).

O fungo Aspergillus sp. destaca-se pela capacidade de produzir inimeras enzimas,
tornando-o um dos principais microrganismos de interesse industrial. Como por exemplo, esse
fungo pode produzir lipases (TACIN et al., 2018), por meio de fermentagdo submersa;
pectinases (REGO et al., 2019), por meio de fermentagdo em estado solido e celulases (SIVA
et al., 2022). Na Figura 3.13, pode-se observar uma visao geral do processo de produgao de

enzimas por Aspergillus:

Figura 3.11 - Etapas do processo para conversao de substrato de baixo custo em diversas
enzimas por cepas de Aspergillus.
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Fonte: Gholami-Shabani et al. (2021)

A lise ou extragdo celular ocorre apods a fermentacao, seja na forma submersa ou sélida.
Os detritos celulares sdo entdo removidos da cultura usando centrifugacdo, filtragcdo ou
sedimentacdo. Depois disso, a cultura isenta de células ¢ concentrada por extracdo liquida
utilizando solventes organicos, precipitagdo com sulfato de amoénio ou ultrafiltragdo. Uma
combinagdo de varias técnicas cromatograficas, tais como cromatografia de afinidade e

filtragdo em gel, ¢ entdo empregada (GHOLAMI-SHABANI et al., 2021).
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As enzimas sdo secretadas em quantidades consideraveis pelas espécies de Aspergillus
(HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011). Comparado aos fungos, que normalmente sio
considerados os maiores produtores de proteases, este género ¢ capaz de atingir niveis mais
elevados de atividade enzimatica. As proteases sdo as mais comuns entre as enzimas liberadas
pela espécie (CARVALHO et al., 2012).

Em sua revisdo, Gholami-Shabani et al. (2021) identificou que as espécies de
Aspergillus tem potencial para produgdo de enzimas tanto pela fermentagao submersa quanto
pela fermentagdo por estado sélido, em que foram identificados estudos envolvendo a produ¢ao
de enzimas como amilase, celulase, quitosanase, galactosidase, invertase, lacase, lipase,
naringinase, pectinases, fitase, proteases ¢ tanase, com diferentes tipos de fermentagdo e
utilizando diferentes tipos de substratos. No que se refere as pectinases, as espécies 4. niger, A.
carneus NRC1, A. flavipes FP-500, A. tamarii, A. flavus CECT-2687 e A. japonicus receberam
destaque.

De acordo com Nufez-Perez et al. (2022), Aspergillus sp. possui um suprimento
abundante de maquinaria enzimatica que lhe permite utilizar a biomassa das plantas, ¢ um fungo
perfeitamente adaptado a uma variedade de habitats, mas sdo necessarios estudos avancados
para confirmar se a producdo de enzimas pectinoliticas estd ligada ao crescimento fingico.
Portanto, as enzimas s3o produzidas para facilitar a quebra de nutrientes do meio para garantir

o crescimento do fungo.

3.3.4. Aplicagdes de enzimas pectinoliticas

A producdo de enzimas pectinoliticas tem despertado interesse na comunidade
cientifica. Segundo Mangrio et al. (2023), relataram a capacidade de microrganismos,
principalmente fungos filamentosos, em produzir enzimas com atividade pectinolitica,
indicando um potencial para aplica¢des nas industrias de alimentos e de bebidas.

As enzimas pectinoliticas tém diversas aplicagdes industriais e sdo amplamente
utilizadas. No mercado global de enzimas, correspondem a aproximadamente 25% da produgao
total (MOKRANI e NABTI, 2024). As pectinases sdo adicionadas aos purés de frutas e vegetais
para quebrar a pectina, reduzindo a viscosidade e aumentando o rendimento do suco. Além
disso, conferem ao produto acabado uma aparéncia cristalina e encurtam o tempo de filtragao
(RUIZ et al., 2017).

Em particular, nas industrias de sucos de frutas, as pectinases sdo adicionadas para

degradar a pectina e outros componentes de alto peso molecular, o que resulta na redugdo da
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viscosidade dos sucos, no aumento do rendimento de extragdo, na obtengdo de uma aparéncia
cristalina do produto final e na diminui¢ao do tempo de filtragdo (DAS et al., 2023; CHEN et
al., 2023). Na industria vinicola, as pectinases sdo utilizadas durante o processo de
esmagamento das uvas para melhorar a extracdao do suco e reduzir o tempo necessario para a
clarificagio (QUEIROS et al., 2023).

Além disso, essas enzimas desempenham um papel importante na industria téxtil, onde
sdao empregadas para degradar a camada de pectina que reveste as fibras de celulose, permitindo
seu processamento posterior (RAHMAN et al., 2023). Também sdo aplicadas no tratamento de
residuos liquidos e na degomagem de fibras naturais (ABIDIN et al., 2023). Na industria de
racdo animal, as pectinases, juntamente com outras enzimas, sao utilizadas para reduzir a
viscosidade do produto, melhorar a absor¢ao e a liberagao de nutrientes, promovendo a hidrdlise

de fibras ndo biodegradaveis e nutrientes bloqueados pelas fibras (AZZAZ et al., 2021).
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4. METODOLOGIA
4.1. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

O desenvolvimento do experimento foi realizado em trés etapas: obten¢do do extrato,
caracterizagdo do substrato, produgdo e analise enzimatica. A sequéncia experimental pode ser

visualizada na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Fluxograma experimental
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4.2 SUBSTRATO

O substrato utilizado na produgdo enzimatica foi o extrato aquoso da algaroba, obtido
das vagens da algaroba oriundas da cidade de Japi, localizado na microrregido da Borborema
Potiguar — RN. A obtencao do extrato aquoso da algaroba foi baseada na metodologia descrita
por Silva (2009).

Os extratos aquosos de algaroba de diferentes lotes (2018 e 2023) utilizados como
substrato para producdo enzimdtica em diferentes concentragdes (1 e 10% (v/v)) foram
avaliados quanto ao teor de solidos soluveis totais (SST) em termos de °Brix, a quantidade de
acucar redutor total (ART) e pH.

Vale salientar que o extrato aquoso da algaroba (lote 2018) a 10% (v/v) foi utilizado
como substrato para os cultivos de sele¢ao do isolado fiingico com mais habilidade em produzir
enzimas pectinoliticas. O extrato aquoso da algaroba (lote 2023) a 1% (v/v) foi utilizado como
substrato para o acompanhamento cinético da produ¢ao enzimatica com o isolado selecionado.
Além dos substratos, as andlises quanto a quantidade de SST e teor de pectato de calcio
(pectina) foram realizadas em sucos (caju e maga) utilizados para o teste de clarificacdo, como
forma de verificar o potencial de aplicagdo do caldo enzimatico produzido, de acordo com as

metodologias propostas por Silva et al. (2018) e Santos et al. (2021).

4.2.1 Caracterizacao do substrato

O extrato aquoso de algaroba foi caracterizado por meio das seguintes analises:

4.2.1.1 Teor de solidos soluveis totais (SST)

O teor de solidos soluveis totais (SST) foi determinado por meio de equipamento

denominado refratdmetro portatil com compensagao automatica de temperatura (ATC -

Brewparts) que fornece os valores em °Brix (SANTOS et al., 2021).

4.2.1.2 Determinacao de agucares redutores totais (ART)

A quantificac¢do de acticares redutores totais (ART) foi realizada pela anélise do meio

composto por 1% e 10% (v/v) de extrato aquoso de algaroba utilizando o método do DNS (4cido

3,5-dinitro salicilico) proposto por Miller (1959) adaptado por Vasconcelos (2013).
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Uma aliquota de 1 mL de cada amostra foi adicionada a 0,5 mL de acido cloridrico
(HCI a 2N) em um tubo de ensaio. O conjunto foi levado ao banho-maria (SevenLabor) por 10
min sobre a temperatura de 70 °C. Apo6s realizada a hidrélise foram adicionados 2,0 mL de
solugdo de NaOH a 2,0 N, apods neutralizagdo da mistura, transferiu a amostra para um balao
volumétrico de 50 mL, completou o volume do baldo volumétrico com agua destilada para
dilui¢do.

Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL da amostra hidrolisada foi adicionada a 0,5 mL
do reagente DNS em tubo de ensaio. A amostra foi levada ao banho-maria (SevenLabor) a 100
°C por 5 min. Apos aquecimento, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 min. Por
ultimo, adicionou-se 4 mL de &4gua destilada a amostra. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 540 nm. O branco analitico foi composto de 0,5 mL de agua destilada ao

invés da amostra. Cada amostra foi analisada em triplicata.

4.2.1.3 Determinacao do potencial hidrogenionico (pH)

A determinacao do potencial hidrogenidnico (pH) do extrato aquoso da algaroba, nas
concentragdes de 1% e 10% (v/v), foi realizada em um pHmetro de bancada (MS — Tecnopon

— mPA-210).

4.2.1.4 Determinag¢do do teor de pectina

Em um béquer de 250 mL, foi colocado 60 mL da amostra e acrescentou-se 100 mL
de agua deionizada. Ferveu-se lentamente durante 1 h, recolocando a agua perdida por
evaporagdo. Deixou-se esfriar o contetido do béquer, agitou-se bem. Em seguida, pipetou-se
uma aliquota de 100 mL e transferiu-se para um béquer de 600 mL, adicionou-se 300 mL de
agua deionizada ¢ 10 mL de hidroxido de s6dio 1 M, agitando-se continuamente ¢ entdo se
deixou em repouso durante a noite. No dia seguinte adicionou-se 50 mL da solucao de acido
acético 1 M sob agitagdo, aguardou se 5 min e adicionou-se sob agitagdo 50 mL da solucdo de
cloreto de célcio 1 M e levou-se a fervura por 1 min. Posteriormente, deixou-se em repouso por
1 h e filtrou-se em papel filtro Whatmann n° 1 lavando-se o precipitado com agua deionizada
quente, quase em fervura até remover todo o cloreto livre. O residuo do filtro foi transferido
para uma placa de Petri previamente tarada e foi transferido para a estufa a 40 °C e permaneceu
durante a noite. No terceiro dia, a placa de Petri foi retirada da estufa e pesada, metodologia

adaptada de Sebastido (2015) e Andrade et al. (2018).
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O teor de pectina foi determinado conforme Equacgao 4.1:

7 d de calci
gde pectato de calcio (%) — g de pectato de calcio x 100 (4.1)

peso da amostra
4.3 MICRORGANISMOS

Para producdo enzimatica foram utilizados os isolados fungicos Paecilomyces sp.
TPO8 (isolado de 6leo diesel/Posto de gasolina/Jodo Pessoa/ Paraiba — 2014), Aspergillus sp.
NAO1 e Penicillium sp., todos cedidos pelo Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia
Vegetal do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, utilizando a
metodologia de Santos et al. (2021).

Para manutenc¢ao dos isolados fingicos, foi realizado o repique das culturas dos fungos
em meio solido Agar-Sabouraud-Dextrose 2,0% (p/v) (5 g/L de peptona de carne, 20 g/L de
glicose, 5 g/ de peptona de caseina e 15 g/L de 4gar bacterioldégico em placas de Petri e
incubados a 30 °C por 10-15 dias, para seu desenvolvimento micelial, ap6s crescimento foi
armazenado a 4 °C.

Para o preparo do ino6culo, foi preparada uma suspensdo de conidios dos fungos
adicionando-se 10 mL de uma solu¢do Tween 80 a 0,3 % (v/v) na placa de Petri e, com o auxilio
de uma alga de platina, foi realizada a raspagem de conidios da superficie do meio. Apos
homogeneizagao, a solucdo foi transferida para um tubo de centrifuga (50 mL) esterilizado para
a quantificagcdo de conidios e posterior inoculagao.

A determinacdo da concentracdo de conidios na suspensdo foi feita por meio de
contagem em Camara de Neubauer, e calculada de acordo com a Equagdo 4.2. E o volume de
suspensdo a ser inoculado ao meio de fermentagdo foi calculado conforme a Equagdo 4.3,

ajustado de modo a ter-se uma concentrac¢do do indculo de 1x107 conidios por mL de meio.

Cesporos (o) = E x 5x10* x F (4.2)
Cinéculo sreres X V(mL)
Vsuspenséo(ml') = ( mLesp)oros (43)

CESpOTOS( mL )

Em que:



48

E ¢ a média de esporos contados na CAmara de Neubauer;

Cesporos € a concentracdo de esporos na suspensao;

Cinsculo € a concentracao de indculo;

Fp ¢ o fator de dilui¢do para a contagem na Camara de Neubauer;

V, volume de meio do processo de produgdo enzimatica.

4.4 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do indculo foi usado um frasco erlenmeyer de 500 mL com volume de
meio de 200 mL (Extrato aquoso da algaroba a 10% (v/v)) e uma aliquota de 2 mL da suspensao
de esporos na concentragio de 1x107 esporos/mL foi adicionada, deixado em shaker nas
condigdes estabelecidas (200 rpm a 30 °C). Apos, a densidade oOtica (comprimento de onda a
600 nm) foi medida e ao atingir a absorbancia entre 0,6 ¢ 0,8 o indculo estava pronto para ser
adicionado aos frascos de cultivo. Para cada frasco contendo 100 mL de meio de cultivo foi

adicionada uma aliquota de 10 mL de in6culo.

4.5 CULTIVOS PARA PRODUCAO ENZIMATICA

Os cultivos foram realizados para verificar a atividade enzimatica com os isolados
fingicos propostos (Paecilomyces sp. TPOS, Penicillium sp. e Aspergillus sp. NAO1) em meio
extrato aquoso da algaroba a 10% (v/v) nas seguintes condi¢des de processo: 30 °C, 200 rpm,
pH 5,8, razdo de aeracdo de 0,4 e concentragio de esporos de 1x107 conidios/mL.

O processo para cada isolado fungico foi realizado em frascos erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo, os frascos foram esterilizados em autoclave (121 °C, 1
atm por 15 min). Em seguida, foi realizado a inocula¢do em cada frasco de cultivo. Todos os
frascos foram colocados em agitagdo orbital a 200 rpm e em temperatura ambiente (3042 °C)
durante 10 dias de cultivo. Amostras foram retiradas diariamente para quantificacdo da
biomassa microbiana, do substrato e da producdo de enzimas pectinoliticas. Todos os

experimentos e analises foram realizados em triplicata.
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4.5.1 Analises do processo de producio enzimatica

4.5.1.1 Determinacao da concentra¢ao de biomassa microbiana

O crescimento microbiano foi acompanhado pelo método gravimétrico por peso seco.
O peso seco foi determinado por retirada de uma aliquota de 5 mL de caldo e filtrado em papel
qualitativo previamente pesado. A amostra foi filtrada em filtragcdo a vacuo, e ao final da
filtracdo, descartou-se o filtrado e o pellet sedimentado no papel de filtro foi levado a estufa (85
°C por 24 h). Todo o procedimento foi realizado em triplicata. O peso seco foi determinado de

acordo com a Equagdo 4.4:

Mapés estufa—m lde filtrot d
peso seco (%) = e Aot (4.4)

Em que:
- Mapés estufa - Massa do conjunto células e papel de filtro apos secagem;

- Mpapel de filtro tarado - Massa do papel de filtro seco.

4.5.1.2 Determinacao da concentragao de substrato

A quantificacdo do substrato foi realizada pela analise do caldo fermentado isento de
células utilizando o método do DNS (4cido 3,5-dinitro salicilico) proposto por Miller (1959)

adaptado por Vasconcelos (2013), conforme detalhado no item 4.2.1.2.
4.5.1.3 Determinagdo da atividade de pectinases

Para determinacdo da atividade pectinolitica foi utilizada pectina citrica (P.A) a 0,6%
(p/v) em tampao acetato (pH 5,5) como substrato especifico, adicionado o caldo enzimatico
obtido dos cultivos, procedimento adaptado da metodologia descrita por Pinheiro (2007). Em
tubos de ensaio contendo 2 mL da solucdo de pectina, foram adicionados 0,25 mL do caldo
enzimatico e em seguida incubados a 35 °C durante 30 min para proceder a reacdo enzimatica.
Ap0s isso, foram transferidos 0,5 mL da mistura de reagdo para tubos de ensaio contendo 0,5
mL do reagente DNS que foram levados ao banho termostatizado a 100 °C por 5 min. Por fim,

apos o resfriamento, aos tubos foram adicionados 4 mL de 4gua destilada e homogeneizados.
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As amostras foram lidas em espectrofotometro (EVEN) a 540 nm. O branco da reagdo
foi preparado adicionando-se 0,5 mL do reagente DNS a uma mistura de 2 mL da solugdo
substrato com 0,25 mL do extrato enzimatico obtido no inicio do processo. O branco analitico
foi preparado adicionando-se 0,5 mL do reagente DNS a 2 mL da solug@o de pectina com 0,25
mL de dgua destilada. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A determinagdo da atividade de pectinases do caldo enzimatico foi baseada no
aumento de acgtcar redutor/mondmero formado por agdo da enzima na pectina citrica. Uma
unidade de atividade enzimatica de pectinase corresponde a quantidade de enzima que libera 1
umol de 4cido galacturénico por min, nas condi¢des do processo. Os resultados foram

expressos por U/mL e calculados de acordo com a Equagéo 4.5:

_(A-B)xfxdx225
(0,1941 x 30 x 0,25)

Atividade pectinase (ﬁ) 4.5

Em que:

A: é a absorbancia da amostra;

B: ¢ absorbancia do branco da amostra;

f: ¢ o fator de conversdo da curva de calibragao de acido galacturénico (mg/mL);
d: ¢ a diluicao da amostra; 2,25 ¢ o volume total da mistura reacional (mL);
0,1941: ¢ o fator de conversdo de miligramas para pmol de acido galacturdnico;
30: ¢ o tempo de reacdo (minutos); E

0,25: ¢ o volume do extrato enzimatico na mistura reacional (mL).
4.6 APLICACAO DO CALDO ENZIMATICO
4.6.1 Preparo as amostras para o processo de clarificacio dos sucos de fruta

Os caldos enzimaticos obtidos em cultivo foram testados na clarificacao de suco de
maca comercial (100% suco - sem conservantes) e de suco de caju (polpa — sem conservantes).
O suco de caju foi preparado na propor¢ao 1 polpa de 100g:100mL (m/v) de 4gua destilada com
auxilio de um agitador magnético e rotagao de 1000 rpm. Apos o preparo, todas as amostras de
suco de maca e de caju foram acondicionadas em tubos e para cada 6,0 mL de suco foi
adicionado 1 mL dos caldos enzimaticos. A diluicdo dos caldos foi realizada para padronizar a

atividade enzimatica em todas as condi¢des. O tempo de incubagdo dos devidos tratamentos



51

enzimaticos foi de 60 min a 50°C. Apo6s o periodo de tratamento, as amostras foram resfriadas

em banho de gelo para interromper a reagdo enzimatica e filtradas para as posteriores analises.
4.6.2 Determinacio da clarificacio dos sucos de fruta

O caldo enzimatico pectinolitico obtido do processo de produgdo enzimatica com o
Aspergillus NAOI sp. foi aplicado em suco de caju e suco de magad comerciais para verificagao
do potencial de clarificagdo das pectinases fungicas. A clarificagdo dos sucos foi determinada
por intensidade de cor, medida em espectrofotdmetro, seguindo a metodologia por Sandri
(2010). A leitura das amostras foi realizada em espectrofotometro (modelo EVEN), nos
comprimentos de onda de 440 e 520 nm, utilizando como branco a agua destilada. O
comprimento de onda de 440 nm corresponde a cor amarela decorrente de oxidagdo de
polifenodis; a medida em 520 nm refere-se a cor vermelha, resultante da presenca de antocianinas
da fruta (TANNER e BRUNNER, 1985 apud REGINATO, 2016).

A intensidade de cor (IC) do suco foi expressa como a soma das absorbancias a 440nm

e 520nm, conforme a Equacao 4.6:
IC = AbSy40 + Abssyg (4.6)
Em que:
IC ¢ a intensidade de cor; Abss40 ¢ a absorbancia da amostra a 440nm de comprimento
de onda;

Abssz0 € a absorbancia da amostra a 520nm de comprimento de onda.

A clarificag@o, expressa em percentual de clarificagdo, foi determinada em fungao da

intensidade de cor do suco controle e do suco tratado, conforme descreve a Equacao 4.7:

Clarifica(;éo (%) — ICsuco controle= ICsuco tratado X 100 (47)

ICsyco controle

Em que:
ICsuco controle — Intensidade de cor do suco in natura

1Csuco tratado — Intensidade de cor do suco adicionado do caldo enzimatico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS

Os resultados podem ser observados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Caracterizagao fisico-quimica dos meios de cultivos e para clarificagdao

Material Solidos Soluveis Acucar Redutor [Pectina]
Totais — SST (°Brix) Total (ART) P (% pectato de calcio)

Extrato aquoso da algaroba —
lote 2018 28,0 210g/L 5,1 NA
Extrato aquoso da algaroba —
lote 2023 19,0 180g/L 5,5 NA
Meio — Extrato aquoso da
algaroba a 10% (v/v) 3,2 8,5¢/L 3,0 0,262
Meio — Extrato aquoso da
algaroba a 1% (V/v) 0,1 1,45g/L 4.8 0,784
Suco de maca 13,1 NA NA NA
Suco de caju 6,0 NA NA NA

*NA — nao analisado Fonte: Dados da pesquisa (2024).

O extrato aquoso da algaroba (lote 2018) apresentou uma quantidade de SST igual a
28 °Brix, isso significa que a solugdo apresenta carboidratos fermentesciveis suficientes para
serem utilizados como substrato em processos de transformacdo por a¢do microbiana. A
determinagdo do ART de 210 g/L de agucares complexos comprova a quantidade de agtcares
presentes na amostra em termos de glicose. Nesse mesmo sentido foi determinado o teor de
SST e ART no extrato aquoso (lote 2023), 19 °Brix e 180 g/L, respectivamente, considerado
fonte significativa de agucares para o desenvolvimento de microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Qualquer substancia que contenha agucar ou outro carboidrato assimilavel
pelo microrganismo constitui-se em substrato para obtencao de bioproduto de interesse (LIMA
etal.,2001).

A partir dos resultados, pode-se observar que houve variagao entre os SST ¢ ART nos
lotes de 2018 e 2023 do extrato aquoso de algaroba utilizados nos experimentos. A
diferenciag¢do pode estar atrelada ao grau de maturacdo das vagens da algaroba utilizadas para
extracdo do caldo em ambos os lotes, uma vez que foram colhidas em momentos distintos. No
processo de extragdo do caldo, segundo metodologia de Silva et al. (2001), antes da prensagem
ha um processo de embebicao das vagens de algaroba para facilitar a retirada dos so6lidos
soliveis. A depender da hidratacdo promovida, poderd atingir diferentes concentragdes de

acucares presentes no caldo oriundo da extracdo mecanica. O pH das amostras dos extratos, 5,1
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e 5,5, foram similares, constatando um pH ligeiramente acido ideal para o desenvolvimento dos
1solados fungicos utilizados nos cultivos. Dias et al. (2017) realizou a anélise fisico-quimica do
extrato de algaroba e encontrou valores inferiores aos encontrados nesse estudo em termos de
ART, em que seus resultados variaram de 99,08 g/L a 100,43 g/L, SST variando de 22,1 a 23,2.
e pH foram similares aos encontrados nesse estudo 5,29 a 5,6, respectivamente.

Nessa perspectiva, a eficiéncia da concentragdo inicial € o conhecimento sobre o
consumo do substrato ¢ determinante para o sucesso da produ¢ao enzimatica e para determinar
0s pardmetros cinéticos para otimizagio mesma (SIMOES et al., 2020). A literatura relata
variagdes nos niveis de ART dependendo das condig¢des de crescimento da algaroba. Alguns
autores, como Besson e Michel (1992) e Nitschke, Ferraz e Pastore (2004) encontraram uma
composi¢ao de ART nas vagens de algaroba de 3,4 g/100 g e 4,03 g/100 g, respectivamente.
Silva (2009) mediram o teor de ART da farinha de algaroba e descobriram que era de 4,6
g/100g, ou 49,7 g/L. Pena-avelino et al. (2014), relatou o teor de ART na vagem inteira da
algaroba vermelha e branca (Prosopis laevigata) em 198 g/L, resultado mais aproximado do
encontrado para a espécie utilizada nesse estudo. Os resultados deste estudo demonstraram que
existem acgucares fermentdveis suficientes no extrato aquoso de algaroba para que os
microrganismos crescam e produzam enzimas pectinases.

Como as amostras de extrato aquoso de algaroba foram feitas do mesmo conjunto de
vagens, seus niveis de pH eram todos similares. Esses resultados estdo alinhados com os
relatados na literatura que variam de 4,0 a 5,0, obtidos para o extrato bruto de algaroba na
produgdo de enzimas e outros bioprocessos, como o uso do extrato de algaroba como fonte
substituta para a produgdo de celulose bacteriana (NASCIMENTO et al., 2016) e como fonte
de carbono para obtengao de celulose bacteriana (NASCIMENTO et al., 2013).

Qualquer processo biologico possui niveis minimos, 6timos e maximos de pH
dependendo de como cada microrganismo se desenvolve. Em geral, as bactérias preferem
valores de pH entre 6,5 e 7,0, enquanto os fungos preferem valores de pH mais baixos, entre
4,5 ¢ 5,0 (PERAZZO NETO, 1999).

A quantidade de pectina na forma de pectato de calcio encontrado neste trabalho foi
de 0,262 e 0,784, para os extratos de algaroba a 10% e 1%, respectivamente. Esse valor pode
ser comparado ao resultado do teor de substancias pecticas em algaroba, estimado em 4,9%.
Polissacarideos complexos chamados compostos pécticos sao encontrados nas paredes
celulares das plantas e servem como aglutinantes. Farmacologicamente, as pectinas funcionam
como anti-hipercolesterolémico e auxiliam na elimina¢do de metais pesados (IBRAHIM et al.,

2013).
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A caracterizacgdo dos sucos de frutas citricas como caju e mac¢a, em termos de SST, foi
essencial para verificar o potencial do caldo enzimatico produzido em clarificar esses meios.
Assim, o suco de macga apresentou SST de 16,1 °Brix e o suco de caju 6,0 °Brix. De acordo com
a literatura, o teor de SST pode variar a depender do método utilizado na obtencdo do suco da
fruta (mac¢d) e da pseudofruta (caju). Em média, o suco de caju pode variar de 8-10 °Brix
(SANCHO et al., 2007), o SST encontrado nesse estudo pode estar associado ao método de
obten¢do do suco, pois foi utilizado uma polpa comercial isenta de conservantes e apds a
diluicdo em agua, realizou-se uma filtragdo, o que pode ter reduzido o teor de SST. O suco de
maca apresentou um teor de SST de 13,1 °Brix, suco comercial integral sem adi¢ao de acucares
e conservantes. De acordo com regulamento técnico o suco de ma¢a devera obedecer as
caracteristicas e composicao, apresentando uma cor translucida, aroma proprio, sélido soluvel
minimo de 10,5 °Brix (20 °C) e um maximo de aglcares totais do fruto de 13,5 g/100 g

(EMBRAPA, 2020).

5.2 PROCESSO DE PRODUCAO ENZIMATICA

5.2.1 Cultivos para verificacdo da habilidade dos isolados fungicos em produzir pectinases

Na Figura 5.1 pode-se observar o aspecto macroscopico da biomassa seca de duas das

trés espécies utilizadas, e a terceira nao foi registrada:

Figura 5.1 — Aspecto macroscopio da biomassa seca de Aspergillus sp. NAOI(A) e
Paecilomyces sp. TPO8(B)

Fonte: Autor (2024).

De acordo com Gomes et al. (2007), a compreensao do crescimento microbiano ¢
fundamental para o desenvolvimento de processos enzimaticos eficientes, uma vez que o

aumento da biomassa microbiana pode estar relacionado a producdo de enzimas, desde que o
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microrganismo seja induzido a produzi-las para hidrolisar os substratos nao facilmente
assimilaveis. Mudancgas no pH e na temperatura do meio de produgdo podem ter impacto na
producdo de certas enzimas. Qualquer alteracdo nesses parametros faz com que a morfologia
do fungo e a produgdo de enzimas sejam alteradas (BODADE et al., 2010).

A determinacdo da quantidade de indculo € necessaria para cada isolado de fungo,
sendo crucial para garantir um cultivo adequado. Conforme Kapoor e Beg (2018) mencionam,
que a concentragdo adequada de esporos ¢ um fator determinante na eficiéncia da producao
enzimatica.

Conforme Sharma et al. (2001) destacam, a biomassa microbiana ¢ um indicador
confiavel do desenvolvimento dos fungos, permitindo avaliar a viabilidade e a produtividade
desses microrganismos. Houve mudancas macroscopicas no aspecto do caldo fermentado
durante a cultura de 10 dias. Antes do processo, o meio apresentava uma coloracdo ambar
translticida; entretanto, ap6s a inoculagdo, o meio comegou a apresentar uma coloracdo mais
turvada devido a proliferagdo do fungo. Além disso, o aroma do extrato de algaroba foi
transformado durante o processo de fermentacao.

O consumo de substrato, utilizando o extrato aquoso de algaroba, foi avaliado durante
o processo de produgdo enzimatica. De acordo com Simdes et al. (2020), entender a eficiéncia
do consumo de substrato pelos fungos ¢ essencial para otimizar a produgdo enzimatica. Além
disso, a caracterizagdo do complexo enzimatico, com énfase nas atividades enzimaticas
pectinoliticas, fornecera informacdes detalhadas sobre as enzimas produzidas pelos fungos,
como estabilidade frente ao pH, forca idnica e temperatura conforme Alves et al. (2020)
destacam em sua revisao sobre a aplicagdo industrial de enzimas pectinoliticas a depender de
suas caracteristicas.

Os resultados do cultivo com o isolado Penicillum sp. em meio extrato de aquoso da
algaroba a 10% (v/v) durante 240 h podem ser vistos na Figura 5.2. A concentracdo inicial de
substrato, demonstrada pela determinagao dos agucares redutores totais (ART), foi de 8,04 g/L.
O consumo maximo do substrato foi constatado entre 48 h e 120 h de cultivo. A literatura relata
variagdes nos niveis totais de redug¢do de agucar dependendo das condi¢des de crescimento da
planta. Alguns autores descobriram que a composi¢do de aglicares redutores no extrato aquoso
de algaroba variou de 99,08 g/L a 100,43 g/L. (DIAS et al., 2017). Nas vagens de algaroba
foram relatados valores de 198 g/L, respectivamente (PENA-AVELINO et al., 2014). Silva
(2009) mediram o teor de agucar redutor da farinha de algaroba e descobriram que era de 49,7

g/L. Esses resultados indicam que existem agucares fermentaveis suficientes no extrato aquoso
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de algaroba para o crescimento de microrganismos e que a producdo de pectinases € possivel

quando se utilizou o Penicillium sp..

Figura 5.2 - Producao de pectinases utilizando o isolado Penicillium sp.

Penicillium sp.
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Fonte: Autor (2024)

A produgdo de pectinases por Penicillium sp. utilizando outros substratos ja foi
relatada anteriormente. Banu ef al. (2010), investigou 10 isolados de residuos para a produgdo
de enzimas pectinoliticas quando cultivados em meio s6lido contendo pectina. Zonas de
depuragdo foram utilizadas para selecionar Penicillium chrysogenum e fermentagcdo submersa
foi utilizada para produzir a enzima pectinase. Utilizando sacarose e persulfato de amonio como
fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, Penicillium chrysogenum produziu mais
enzimas em pH 6,5 e 35 °C. Os resultados desse estudo indicaram que a pectinase de P.
chrysogenum foi termoestavel a 40 °C e teve sua atividade maxima a 50 °C e pH 6,5, sendo
indicado que a mesma poderia ser aplicada para extragdo e clarificacdo de sucos, dentre outras
aplica¢des industriais, pelos autores. No entanto, os mesmos ndo realizaram testes para
comprovar essa atividade.

No estudo de Sudeep et al. (2020), teve como objetivo separar, filtrar e descrever a
pectinase de fungos que foram isolados de diferentes amostras de solo e avaliar seu uso na

clarificagdo do suco. Para isolar e rastrear cepas de fungos, o agar batata dextrose (ABD)
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contendo 1% de citropectina foi utilizado como método primario e a enzima foi gerada através
da fermentacdo em estado submerso (FES). Apenas quatro estirpes, de 14, exibiram o nivel
mais elevado de atividade pectinolitica e Aspergillus spp. Gm, uma das quatro cepas, foi a que
produziu o maior niimero de enzimas quando cultivada por 48 h a 1% de concentracdo de
substrato e 30 °C.

Otimizando a producdo de pectinase de residuos de casca de laranja por Penicillium
Chrysogenum, Ahmed e Rahman (2021) indicaram que as cepas Aspergillus terreus MN901491
e A. oryzae MN894021 sdo capazes de produzir a enzima pectinase. No entanto, Penicillium
chrysogenum MF318506 apresentou a maior atividade de pectinase (0,214 U/ml) no meio
recomendado a 30 °C a 150 rpm, em 6 dias. Diferentes residuos agricolas (casca de laranja,
casca de banana, casca de batata, casca de roma, farelo de trigo e farelo de arroz) foram
selecionados, mas a atividade maxima de pectinase de 0,48U/ml foi obtida da casca de laranja.

Buscando determinar as atividades de pectinanses de alguns fungos selecionados em
residuos agricolas, Ametefe et al. (2022) identificou que os fungos (Penicillium sp. e
Aspergillus niger) desenvolveram pectinases mais ativas que a levedura Pichia kudriavzevii
F2-T429-5. Quando comparada ao farelo de trigo, casca de banana, espigas de milho, cascas de
frutas e folhas de Thaumatococcus daniellii (planta de oracao doce), a casca de laranja produziu
pectinase com atividade consideravel. No estudo sobre a atividade pectinase de frutos de
morango, a presenca de Penicillium citrinum esteve entre as mais frequentes, de acordo com o
estudo de Hussein ef al. (2020), contribuindo, assim, para a produc¢do de pectinases a partir
desse residuo.

A produgdo de pectinases com o isolado Paecilomyces sp. TP08. em meio extrato de

aquoso da algaroba a 10% (v/v) durante 240 horas pode ser vista na Figura 5.3.
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Figura 5.3 - Producao de pectinases utilizando o isolado Paecilomyces sp. TPOS.

Paecilomyces sp. TP08
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Fonte: Autor (2024)

A concentragdo inicial de substrato, demonstrada pela determinagdo dos agucares
redutores totais (ART), foi de 8,10g/L. O consumo maximo do substrato foi constatado apenas
72h de cultivo, esse consumo proporcionou um crescimento de biomassa de 2,39 g/L do isolado
e uma produ¢io enzimatica maxima de 1,60 U.mL™! de atividade pectinolitica. O bagaco de
algaroba, um subproduto da exploragdo de seus frutos, ¢ composto por materiais celulosicos e
hemicelulosicos, que podem ser convertidos em nutrientes pelos microrganismos produtores de
enzimas (MOHARRAM, ZOHRI e HUSSEIN, 2021).

O estudo de Patil et al. (2012) revelou que um isolado do solo ndo rizosférico nao
tratado de areas de processamento de frutas e residuos industriais, produzia uma quantidade
notavel de exopoligalacturonase. Utilizando a andlise da sequéncia do gene 18S rRNA e
caracteristicas morfologicas, o isolado foi identificado como Paecilomyces variotii. A
exopoligalacturonase purificada apresentou atividade especifica de 98,49 U/mg de proteina em
pH 6,0 e 30 °C sob condigdes parcialmente otimizadas. Entre 10 e 30 °C, a enzima era
relativamente estavel e, 8 medida que a temperatura subia, também aumentava a atividade da
enzima. O estudo ainda revelou que houve atividade enzimatica da pectina esterase e pectina
liase em menores atividades para esse substrato. Amostras de suco de fruta apresentaram

diminuigao significativa da viscosidade com a adicao de enzima purificada.
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Um tratamento de baixa severidade com menor concentracdo de biomassa ¢ condi¢des
de cultivo mais amenas foi considerado ideal para a produgdo de pectinases devido a alta e
rapida inducdo destas enzimas pelo licor resultante, com uma atividade enzimatica observada
de 2,11 U/ml, um 11% de redugdo no teor de lignina total e solubilizacdo de 71% da porg¢ao
celulésica e hemicelulésica. Este estudo avaliou o potencial de producdo de enzimas
holoceluloliticas induzidas por Paecilomyces formosus utilizando residuos agroindustriais de
café como substrato (ANDRADE et al., 2023).

Por fim, para a produc¢do de pectinanses com o isolado Aspergillus NAO1 sp. em meio
extrato de aquoso da algaroba a 10% (v/v) durante 240 h, os resultados podem ser vistos na

Figura 5.4.

Figura 5.4 - Produgao de pectinases utilizando o isolado Aspergillus NAOI sp.
Aspergillus sp. NAO1
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Fonte: Autor (2024)

A concentragdo inicial de substrato, demonstrada pela determinacdo dos agucares
redutores totais (ART), foi de 9,55g/L para o cultivo com Aspergillus sp NAO1. O consumo
maximo do substrato foi constatado também com 72 h de cultivo, assim como no cultivo do
Paecilomyces sp TP08, a biomassa fungica ao final do cultivo foi de 2,43 g/L. do isolado e uma
produgdo enzimatica maxima de 2,46 U/mL de atividade pectinolitica.

Ademais, Li ef al. (2020) também utilizou Aspergillus niger para produzir pectinase e

a-galactosidase em um substrato de casca de soja, considerando variaveis como pH e
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temperatura, mostrando que temperaturas de 20 °C, 25 °C e 30 °C afetam o crescimento celular
em sacarose com uma energia de ativacao da lei de Arrhenius de 28,7 kcal/mol e que o pH deve
ser mantido acima de 2,6 para evitar a limitagcao na produc¢do de pectinase e, no estagio posterior
de limitagc@o do substrato, mantido abaixo de 5,5 para evitar a degradagdo da pectinase.

Utilizando milho triturado como substrato solido, Ustok et al. (2007) utilizaram
Aspergillus sojae para criar enzimas poligalacturonase, atingindo uma atividade enzimatica
maxima de 29 U/g apos 5,5 dias. Os pesquisadores utilizaram residuos de café como substrato
para produzir a enzima pectinase ¢ demonstraram que, utilizando espécies de Aspergillus, a
atividade enzimética méaxima ocorre na faixa de temperatura entre 25 ¢ 35 °C (NUNEZ-PEREZ
et al., 2022).

No estudo de Ajayi et al. (2020), o rendimento de pectina das cascas de abacaxi foi de
24,8% apo6s 1h de extragdo, indicando que A. niger utilizou a pectina das cascas de abacaxi para
produzir pectinase. A temperatura, pH e concentra¢do de substrato ideais foram 40 °C, 5,0 e
1%, respectivamente. Apds 5 min a 90°C, a enzima ficou totalmente inativa e superou a
pectinase comercial na extragdo do 6leo de coco. E conhecido que alguns fatores como valor
de pH, temperatura de incubag¢ao, periodos de incubacao, fonte de carbono, fonte de nitrogénio
e sais minerais do isolado Aspergillus sp F9 alteram a producao de pectinase (EL-GHOMARY,
SHOUKRY e EL-KOTKAT, 2021).

Na Figura 5.5, € possivel observar melhor como se deu a producao de pectinases para

cada uma das espécies fungicas e qual apresentou o melhor resultado:
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Figura 5.5 - Produgdo de pectinases, em comparacao, nos ensaios com Penicillium sp.,
Paecilomyces sp.TP080e Aspergillus sp. NAO1
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Fonte: Autor (2024)

Em relagdo a producao de pectinases, os resultados indicam que Aspergillus sp. NAOI,
no quarto dia, apresentou uma produgdo de 2,460 U/mL. Assim como o rapido consumo dos
acucares, apresentando melhores resultados em relacdo a producdo de pectinases, seguido do
Penicillium sp.e do Paecilomyces sp. TP08, respectivamente, conforme pode ser visto na Figura
supracitada. Ou seja, os resultados indicaram que Aspergillus sp. NAO1, foi o substrato que
apresentou os melhores resultados em relagdo a producdo de pectinases, a partir do
acompanhamento cinético (proteinas totais) do crescimento do Aspergillus sp. NAO1 em meio
a 1% de extrato aquoso da algaroba.

As maiores zonas de limpeza entre os fungos isolados localmente foram encontradas
com Aspergillus niger AUMC 4156 (22 mm) e Paecilomyces variotii AUMC 4149 (21 mm),
que foi principalmente comparavel com a atividade pectinolitica da cepa importada Aspergillus
niger NRRL 337 (23 mm), de acordo com uma avaliagdo da capacidade das vinte cepas em
produzir enzimas pectinase. A pesquisa das condi¢des ambientais € nutricionais que resultaram
na maior quantidade de pectinase(s) produzida(s) por essas trés cepas revelou que 30°C e 5 dias
foram os periodos de incubac¢do ideais para Aspergillus niger NRRL 337, Aspergillus niger
AUMC 4156 e Paecilomyces variotii AUMC 4149, respectivamente (RAGAB, FARAG e
ALMOWALLAD, 2010).
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A algaroba (Prosopis juliflora) pode ser considerada uma fonte promissora de
aproveitamento de baixo custo na producao de enzimas, visto que sseus resultados sao
comparaveis a resultados ja encontrados na literatura para outros substratos. A utilizacdo de
subprodutos da algaroba como fonte de nutrientes para a producdo de enzimas pode ser ainda
mais vantajosa quando combinada com técnicas de fermentacdo em estado solido. Essa
abordagem permite a utilizacao eficiente de residuos agroindustriais e oferece vantagens, como

menor consumo de dgua e menor geragao de efluentes (SILVA et al., 2019).

5.2.2 Produciao de pectinases por Aspergillus NAO1 sp.

Na Figura 5.6 pode ser observado o acompanhamento cinético do crescimento do
Aspergillus sp. NAOI em meio a 1% de extrato aquoso da algaroba, em que se observou a
concentragdo maxima de biomassa microbiana de 1,92 g/L em 48 h e proteinas totais proximo
de zero. Isso significa que o isolado conseguiu consumir a quantidade de agucares mais
assimildveis presentes no meio rapidamente nas primeiras 48 h. Para sintese de enzimas
hidroliticas ¢ necessario que o microrganismo tenha disponivel uma quantidade minima de
substrato facilmente assimildvel para que possa crescer até uma concentragdo que permita sua
sobrevivéncia. Assim, a quantidade de proteinas totais ¢ menor nesse momento do cultivo, apds
as 48 h, ha uma redugao na oferta desses agucares e o microrganismo ¢ induzido a produzir as
enzimas pectinoliticas e outras enzimas para hidrolisar os substratos mais complexos presentes
no extrato da algaroba (amido, proteinas e pectina).

Em 72 h, pode-se observar uma diminui¢do na concentragdo de biomassa do fungo e
um aumento na produgdo de proteinas totais, inferindo-se que o isolado est4 sendo induzido a
produzir mais enzimas para hidrolisar carboidratos mais complexos e garantir sua
sobrevivéncia no meio. Assim, constatou-se um aumento na producao de proteinas em 96 h de

cultivo.
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Figura 5.6 - Acompanhamento cinético do crescimento do Aspergillus sp. NAO1 em meio a
1% de extrato aquoso da algaroba (P. juliflora)
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Fonte: Autor (2024)

Observando os valores do grafico da Figura 5.6, pode-se verificar que a biomassa de
Aspergillus sp. produzida apresenta conteudo proteico elevado, tendo em vista que foi
observado um contetido de 0,47 g/L no estagio final (96 h), o que torna extremamente
interessante sua producao. As células de Aspergillus sp. NAO1 cultivadas no extrato aquoso de
algaroba possuem composicdo semelhante a reportada na literatura (IYAYI, 2004;
AUGUSTINE et al., 2006; AHMED et al., 2017).

Além disso, foram analisadas as atividades pectinolitica e proteica, como pode ser
observado na Figura 5.7, em que a atividade pectinolitica maxima foi de 7,08 U/mL em 24 h,

com um teor de proteinas de 0,18 g/L.
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Figura 5.7 - Producao de pectinases e proteinas por Aspergillus sp. NAO1 em meio a 1% de
extrato aquoso da algaroba (P. juliflora)
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Fonte: Autor (2023)

No estudo de Anisa, Ashwini e Girish (2013), os autores investigaram a atividade
pectinolitica de varios Aspergillus spp., isolados de residuos agricolas, serapilheira, esterco de
fazenda e esterco de vaca em meio de agar pectina, Aspergillus flavus, A. niger, A. Ochraceous
e Aspergillus sp. e encontraram valores semelhantes ao encontrado no presente estudo, variando
de 5,4 a 10,8U/mL. Outros estudos apresentaram resultados semelhantes, enquadrados dentro

da faixa citada (MUNIR et al., 2020; GUIMARAES et al., 2022; YANG et al., 2023).

5.2.3. Aplicacdo das pectinases fungicas de Aspergillus NAO1 sp. no processo de
clarificacio de sucos

O suco de maca clarificado ¢ muito mais popular do que o suco de maga natural ndo
clarificado devido a preferéncia do consumidor por um suco de maga totalmente transparente e
brilhante. Apds o suco ser engarrafado, ndo deve ocorrer turbidez e os detritos suspensos devem
ser removidos para produzir suco de maga transparente. O suco que acabou de ser prensado
contém so6lidos em suspensdo que sdo precipitados propositalmente antes de serem filtrados
(ORTEGA-RIVAS, 2019). Ademais, foi relatado que a clarificagdo, assim como a adicao de

conservantes ¢ o controle da temperatura durante o armazenamento, sao essenciais para a
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manuten¢do do conteudo nutricional, dos pardmetros fisico-quimicos e dos atributos sensoriais
em sucos de caju (ALUKO, KASSIM e MAKULE, 2023).

Tendo em vista que as pectinases sdo extensivamente utilizadas no processamento de
frutas, principalmente na producdo de sucos e vinhos, justifica-se a escolha dessa enzima para
a clarificacdo dessas duas amostras. Essas enzimas sdo utilizadas na etapa de clarificagdo,
promovendo a hidrélise das moléculas de pectina, diminuindo a viscosidade e a turbidez do
suco, ou seja, promovendo a clarificacao dos sucos in natura (REGINATTO, 2016).

Em func¢do destas aplicagdes comerciais, a acdo das enzimas pectinoliticas foi avaliada
no tratamento de suco comercial de fruta de caju e de maca. Os resultados dos processos de

clarificagdo estdo dispostos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Clarificacdo de suco de fruta por meio da a¢do do caldo enziméatico pectinolitico

Amostra Controle Tratado IC Clarifica¢io
Abs440  Abs520 Abs440  Abs520 controle tratado (%)
Suco de 0,259 0,125 0,269 0,114 0384 0383 0,26
maca
S“C;‘j’ude 1,354 1,468 1,455 1361  2.822 2816 021

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Na Tabela 5.2, pode-se observar que houve redugdo nos valores de absorbancia em
440 nm e 520 nm para os sucos tratados em relagao ao controle. Essa clarificagdo foi calculada
em 0,26% e 0,21% para os sucos de maga e caju, respectivamente.

A tanase obtida a partir do Penicillium rolfsii CCMB 714 foi relatada como
extremamente eficaz na clarificagdo do suco de maca, reduzindo a turbidez acima de 70% sem
anecessidade de procedimentos de purificacdo e aumentando a qualidade do produto, reduzindo
o tempo de uso e as despesas (ANDRADE et al., 2021).

Utilizando casca de laranja— um processo barato, adaptavel e ecologicamente correto
— A. niger produziu a maior quantidade de pectinase por fermentagao submersa. Este método ¢
econdmico, flexivel e ecologicamente benigno. Em 120 minutos, foi notada uma mudanga de
cor no suco de magad, indicando a aplicabilidade da pectinase parcialmente purificada para
clarear o suco de maga e a sua capacidade de quebrar a pectina. Assim, a pectinase mostrou um
potencial consideravel para a clareza do suco de maga.

A aplicacao de pectinase para clarificacao de suco oferece varios beneficios, incluindo
melhor producgdo de suco devido a maior liquefacdo da polpa, diminui¢do do teor de actcar,

diminui¢ao da turbidez e viscosidade e aumento do teor de sélidos soltuveis totais (RAMADAN,
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2018). Além disso, o sabor original da fruta crua ¢ preservado em condi¢des de processamento
suaves (CARLI et al., 2019; HE et al., 2018; PAGNONCELI et al., 2019).

A viscosidade do suco foi diminuida pelas pectinases, mas o rendimento, o teor de
acucar e a transmissao de luz aumentaram. Apods o tratamento com pectinase, a transmitancia
luminosa do extrato de laranja, mag¢a e uva melhorou 19,2, 7,3 e 3,8 vezes, respectivamente
(HE et al., 2018). Da mesma forma, observou-se que a viscosidade do suco de roma, maca e
laranja diminuiu 71,43%, 57,5% e 54,2% ap0s tratamento enzimatico (POTURCU et al., 2017).

Sudeep et al. (2020) utilizou a cepa Aspergillus spp. para clarificagdo de suco de
laranja e observou que a medida que a concentragdo da enzima aumentava, o rendimento do
suco, o SST, o valor de absorbancia e a % de transmitancia também aumentavam. O percentual
de clarificacdo ndo foi calculado, mas os dados indicam que a absorbancia a 540 nm na
concentragdo enzimadtica de 1% foi de 0,75 para a amostra utilizada, similar a absorbancia

observada para o suco de caju clarificado nesse estudo.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo teve como hipdtese que o extrato de algaroba pode ser utilizado
como substrato para a produg¢do de enzimas pectinoliticas usando os fungos filamentosos.
Foram, entdo, utilizados isolados fungicos como Penicillium sp., Paecilomyces sp. TPOS e
Aspergillus sp., para verificar suas habilidades de produzir enzimas microbianas induzidos para
composi¢ao do extrato aquoso das vagens de algaroba.

A partir da realizacdo dos experimentos e da andlise dos resultados, podemos inferir
que nossa hipotese foi validada, visto que houve resultados positivos em relacdo a producgdo de
enzimas pectinoliticas usando os fungos filamentosos ¢ que as mesmas puderam ser utilizadas
na clarificacao de sucos de fruta.

Um dos objetivos especificos foi verificar dentre os isolados estudados qual teria a
maior habilidade de producdo de pectinases nas condi¢des de processo utilizadas, em que
indicou-se, a partir das analises, que o isolado de Aspergillus NAO1 sp. foi o que apresentou
maior producdo de pectinases.

A partir disso, respondeu-se ao segundo objetivo especifico, que tratava de verificar o
potencial de utilizagdo do extrato aquoso de algaroba na producdo de pectinases, em que
confirmou-se a producdo da mesma em todos os isolados fungicos analisados. Ademais, foi
verificado o potencial de aplicacdo do caldo enzimatico produzido em processo de clarificagao
de suco de frutas, em que se observou que houve mudangas na absorbancia, comparadas a
resultados discutidos na literatura.

Portanto, os resultados obtidos foram comparados entre as espécies fungicas, dando
destaque para a espécie fungica Aspergillus NAO1 sp. demonstrando que a producao de enzimas
pectinoliticas a partir do extrato aquoso da algaroba representa uma abordagem promissora na
industria biotecnologica. Os resultados mostram que o complexo enzimatico produzido pelo
isolado Aspergillus sp NAOI, em extrato aquoso de algaroba, pode atuar como agente

clarificante em sucos de fruta, como caju e maga.
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