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RESUMO 
 

 

 As pectinases são um grupo de enzimas capazes de degradar polissacarídeos 

pécticos (pectinas). Estas enzimas são utilizadas na indústria de produção de 

sucos de frutas, vinhos, têxtil, papel, chá, óleos e etc. O presente trabalho teve 

por objetivo produzir, purificar e caracterizar a pectinase exo-poligacturonase 

(exo-PG - EC 3.2.1.67) do fun-go termofílico Rhizomucor pusillus. A enzima foi 

produzida por cultivo submerso e puri-ficada por salting-out e cromatografia. Este 

método se revelou como o mais adequado empregando 95 % de sulfato de 

amônio, sendo que com esta técnica foi possível obter a enzima quase livre de 

contaminantes e com um rendimento de aproximadamente 74 %. Um passo 

subsequente de cromatografia de interação hidrofóbica é capaz de re-mover os 

contaminantes remanescentes. A enzima pura possui massa molecular ao redor 

de 43,5-47 kDa, pH ótimo de 4,0, temperatura ótima de 61 °C, é estável a uma 

faixa de pH que varia de 3,5 a 6,5, possui estabilidade térmica de 30 até 60 °C e 

é ati-vada na presença de Ca+2. O ponto isoelétrico da exo-PG é 6,2 e estudos 

termodinâ-micos mostraram se tratar de uma enzima termofílica, destacando seu 

tempo de meia-vida t1/2 de 2.310 min., a 50 °C. O perfil da hidrólise foi analisado 

por eletroforese capi-lar e os estudos indicam que a enzima em estudo apresenta 

um padrão de hidrólise sequencial (exo). A identificação dos aminoácidos por 

espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF e a comparação com bancos de 

dados revelou a maior identidade dos fragmentos sequenciados da exo-PG de 

R. pusillus com a enzima correspondente de Aspergillus fumigatus. Os testes de 

aplicação das enzimas do extrato bruto mostraram um aumento da extração de 

suco e um auxílio no processo de hidrólise, sendo que este não foi observado 

com a enzima pura. 

 

Palavras-chave:  Pectinase. Termofílico. Purificação. 

 

 



 

 

 

 

 
ABSTRACT 

 

 

 Pectinases are a group of enzymes capable of degrading pectic polysaccharides 

(pec-tin). These enzymes are used in the industry for production of fruit juices, 

wines, tex-tiles, paper, tea, oils, etc. This study aimed to produce, purify and 

characterize an exo-poligacturonase (exo-PG - EC 3.2.1.67) from the 

thermophilic fungus Rhizomucor pu-sillus. The enzyme was produced by 

submerged cultivation and purified by chromatog-raphy and salting out. This has 

proved to be the most appropriate using 95 % ammoni-um sulfate, and with this 

technique it was possible to obtain the enzyme almost free of contaminants and 

with a yield of approximately 74 %. A subsequent step of hydropho-bic interaction 

chromatography is able to remove the remaining contaminants. The pure enzyme 

has molecular mass around 43.5-47 kDa, optimum pH of 4.0, optimum tem-

perature of 61 °C, is stable at a pH range between 3.5 and 6.5, presents thermal 

stability from 30 to 60 °C and is activated in the presence Ca2+. The isoelectric 

point of the exo-PG is 6.2 and thermodynamic studies have shown that it is a 

thermophilic enzyme, highlighting its half-life t1/2 of 2,310 minutes at 50 °C. The 

profile of hydrolysis was ana-lyzed by capillary electrophoresis and studies 

indicate that the enzyme in this study has a pattern of sequential hydrolysis (exo). 

The identification of amino acids by mass spec-trometry MALDI-TOF and a 

comparison with data banks showed the highest identity of the sequenced 

fragments of exo-PG from R. pusillus with the corresponding enzyme from 

Aspergillus fumigatus. The application tests of the enzymes of the crude extract 

showed increased extra juice extraction and a higher yield in the hydrolysis 

process, but this was not observed with the pure enzyme. 

 
Keywords:  Pectinase. Thermophilic. Purification.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Existem vários fatores que afetam o crescimento e a sobrevivência de micror-

ganismos; dentre eles podemos citar o pH, a atividade de água, a salinidade e a tem-

peratura, sendo esta última um dos principais fatores que afeta o crescimento dos mi-

crorganismos, inclusive dos fungos (MADIGAN et al., 2004). Algumas espécies de 

fungos, denominados de termofílicos moderados, possuem uma faixa de crescimento 

de 20 a 50 °C, com temperaturas ótimas entre 40 e 50 ºC. Estes fungos produzem 

“termozimas”, que são enzimas estáveis a temperaturas mais elevadas (GOMES et al., 

2007). 

 Um grupo muito importante de enzimas hidrolíticas encontradas em plantas e 

microrganismos como fungos filamentosos termofílicos, leveduras e bactérias, são as 

pectinases, as quais são capazes de degradar substâncias pécticas ou pectinas por 

hidrólise. Os polissacarídeos pécticos possuem uma estrutura molecular variada, sen-

do os principais deles a homogalacturonana e ramnogalacturonana I e II. (CANTERI et 

al., 2012). 

 De acordo com Uenojo e Pastore (2007), existem basicamente três tipos de 

pectinases: as desesterificantes ou desmetoxilantes, as despolimerizantes e as proto-

pectinases. 

 As despolimerizantes podem pertencer às classes das liases ou das hidrolases. 

Estas últimas podem ser polimetilgalacturonases e as poligalacturonases. As polime-

tilgalacturonases hidrolisam o polimetilgalacturonato, transformando-o em oligometil-

galacturonato, enquanto que as poligalacturonases hidrolisam a ligação glicosídica α 

(14) entre dois resíduos de ácido galacturônico, tanto de forma randômica (endopo-

ligalacturonases) quanto sequencial (exopoligalacturonases) (UENOJO; PASTORE, 

2007). 

 Dentre as diversas aplicações que as pectinases possuem na indústria pode-

mos citar a aplicação na produção de sucos de frutas (laranja, por exemplo). Uma vez 

que pectina da parede celular vegetal aumenta a viscosidade do suco dificultando sua 

posterior filtração, o tratamento com pectinases comerciais promove a degradação da 

pectina, diminuindo a viscosidade e facilitando a filtração (DEMIR et al., 2001; KAUR 

et al., 2004).  
 
 



 

2 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. BIOLOGIA DOS FUNGOS 
2.1.1. Características gerais dos fungos 
 A árvore da vida proposta por Carl Woose (figura 1), construída com base em 

análises de rRNA representa a relação filogenética entre os seres vivos, os quais en-

contram-se distribuídos em três domínios: Archaea, Bacteria e Eukarya. Pela árvore 

proposta é possível notar que os três grandes grupos de eucariotos - animais, plantas 

e fungos - formam um cluster e divergiram quase que ao mesmo tempo, sendo este 

um evento recente, há aproximadamente 500 milhões de anos, de onde datam os pri-

meiros registros fósseis de fungos, pertencentes ao período ordoviciano (DEACON, 

2005). 

 
Figura 1. Representação da árvore filogenética universal, baseada em análises da subunidade 16S e 18S 
de rRNA, evidenciando o posicionamento dos fungos (Adaptado de Deacon, 2006). 
 

 
 
 Ainda de acordo com o mesmo autor, os fungos, sobretudo os filamentosos, 

possuem características em comum, das quais podemos citar:  

1 – São eucariotos, possuindo, portanto membrana nuclear, além de regiões 

não-codificadoras, os íntrons, membrana contendo esteroides e ribossomos 

80S; 

2 – São formados por hifas, as quais possuem uma divisão funcional bem defi-

nida, isto é, as porções mais velhas absorvem nutrientes e água enquanto que 

a porção apical possui crescimento considerável e é responsável pela secreção 
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de proteínas, o que gera um padrão de crescimento radial, em nível macroscó-

pico;  

3 – São organismos quimio-organotróficos, utilizando componentes do ambien-

te como fonte de carbono e energia;  

4 – Secretam, pela porção apical das hifas, enzimas (celulases, xilanases, pec-

tinases, etc.) que despolimerizam polissacarídeos complexos até seus respec-

tivos monômeros, os quais serão assimilados pelas porções mais velhas das 

hifas;  

5 – Possuem parede celular com uma alta de diversidade de componentes, ti-

picamente incluindo quitina e glicana;  

6 – Estocam compostos como manitol, trealose e glicogênio;  

7 – Podem reproduzir-se sexuadamente ou assexuadamente e também podem 

produzir diversos tipos de esporos. 

 Vários fatores podem afetar o crescimento dos fungos, dentre eles podemos 

citar a concentração de íons hidrogênio (pH), oxigênio e temperatura.  

 

2.1.2. Efeito do pH no crescimento dos fungos 
Quanto ao pH, alguns fungos podem crescer em pH 2, porém o seu pH ótimo 

em culturas é de 5,5 - 6,0, sendo esses fungos denominados de ácido-tolerantes, co-

mo é o caso de leveduras que crescem no estômago de animais e alguns fungos mi-

celiais, como Aspergillus, Penicillium e Fusarium spp. Existem também fungos acidófi-

los verdadeiros, os quais possuem pH ótimo de crescimento entre 3 e 4,5 e alcalófilos 

que possuem o pH ótimo de crescimento compreendido entre 7,5 e 13, como 

Chrysosporium, que possuem pH ótimo cerca de 11,0 (DEACON, 2005; MADIGAN et 

al., 2004). 

 O pH citosólico das hifas possui capacidade tamponante e assim, mesmo que 

o pH do meio seja alterado, o pH celular não alterará mais que 0,2-0,3 unidades. Esta 

homeostase do pH é importante pois mantém um gradiente químico entre os meios 

internos e externo, gradiente este necessário para a existência da força próton-motora 

(FPM). Esta homeostase pode ser obtida por diversos mecanismos, dentre eles, por 

efluxo de íon H+ através da célula para neutralizar a entrada desses íons do ambiente, 

por troca de materiais entre o citosol e os vacúolos (que geralmente possuem compos-

tos ácidos) e por a interconversão de açúcares e polióis, tais como manitol, que envol-

ve o sequestro ou a liberação de H+ (DEACON, 2005). 
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2.1.3. Efeito do oxigênio sobre o crescimento dos fungos 
Quanto à influência do oxigênio no crescimento, os fungos podem ser subdivi-

didos em quatro grupos. Os aeróbicos estritos possuem o seu crescimento reduzido se 

a pressão parcial de oxigênio também for reduzida, isto porque estes fungos usam o 

oxigênio como o aceptor final de elétrons no processo de respiração celular; os fungos 

aeróbicos facultativos crescem em condições aeróbicas e também em condições ana-

eróbicas, neste caso por meio da fermentação de açúcares; alguns fungos aquáticos 

são fermentativos obrigatórios, pois crescem na ausência ou na presença de oxigênio, 

porém a energia é obtida pela fermentação uma vez que não possuem mitocôndrias 

ou citocromos, ou então possuem mitocôndrias rudimentares com baixo teor de cito-

cromos. Os fungos anaeróbicos obrigatórios são encontrados no trato digestivo de 

ruminantes (DEACON, 2006). 

A existência de fungos anaeróbicos obrigatórios, ressalta o mesmo autor, mos-

tra o efeito tóxico das espécies reativas de oxigênio, como o ânion superóxido (O-2), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e hidroxila (OH-). Assim, fungos que crescem na pre-

sença de oxigênio necessitam de mecanismos especiais para lidar com essa toxicida-

de das espécies reativas de oxigênio. Estes mecanismos são em sua maioria enzimá-

ticos, como por exemplo, superóxido dismutase e catalase. 

 

2.1.4. Efeito da temperatura no crescimento dos fungos 
 A temperatura é um dos principais fatores que afeta o crescimento dos micror-

ganismos, inclusive dos fungos (MADIGAN et al., 2004), uma vez que afeta a função 

das biomoléculas e a estrutura das biomembranas (GOMES et al., 2007).  

Os fungos psicrófilos possuem uma temperatura ótima de crescimento menor 

que 20 °C enquanto que nos fungos mesófilos esta mesma temperatura ótima é entre 

25 e 37 °C (MADIGAN et al., 2004). Os fungos termófílos moderados crescem de 20 a 

55 °C, sendo a temperatura ótima de crescimento entre 40 e 50 °C. (GOMES et al., 

2007). 

 

2.2. MICRORGANISMOS TERMOFÍLICOS 
2.2.1. Ocorrência de microrganismos termofílicos  
 Das 50 mil espécies de fungos descritos, 30 podem crescer entre 40 e 45 °C, 

embora alguns cresçam em temperaturas de 60 e 62 °C (GOMES et al., 2007).  

Os microrganismos termófilos, como fungos filamentosos, podem ser encontra-

dos em processos de compostagem durante a fase de alta temperatura (40 °C), suce-

dendo os microrganismos mesofílicos (CHANG et al., 2005). Na primeira fase do pro-
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cesso de compostagem os microrganismos mesofílicos crescem assimilando os açú-

cares simples, gerando calor, por reações exotérmicas, que elevam a temperatura da 

pilha de compostagem para aproximadamente 40 °C. O aumento da temperatura leva 

à germinação de esporos de fungos e bactérias termófilos que, devido à exaustão de 

açúcares simples, liberam enzimas extracelulares responsáveis por despolimerizar os 

componentes da biomassa. Durante a terceira e última fase, com a temperatura cerca 

de 60 °C ocorre inibição do crescimento dos fungos (MAHESHWARI et al., 2000).  

 

2.2.2. Adaptações de membranas à termofilia  
 Em Archaea encontramos lipídios formados por glicerol-1-fosfato unido por 

ligação éter a repetidas unidades isoprenóides, ao contrário do que ocorre nos Eu-

karya e Bacteria termófilos, onde temos lipídios formados por glicerol-3-fosfato unido 

por ligação éster a ácidos graxos saturados. Ademais, ao contrário do que ocorre em 

Bacteria e Eukarya, as membranas de Archaea são organizadas em monocamadas. 

Este contraste entre membranas é referido atualmente lipid divide (KOGA, 2012). 

 No entanto os mesmos autores ressaltam ainda que a maior estabilidade atri-

buída às membranas de Archaea advém da maior estabilidade das ligações éter e não 

à presença de glicerol 1 fosfato (G1P), ao invés de G3P, uma vez que ambos são isô-

meros e apresentam as mesmas propriedades termoestáveis.  

 

2.2.3. Adaptações de genoma e transcriptoma à termofilia 
 Em nível de genoma (DNA), estudos mostram que a desnaturação térmica do 

DNA é afetada pela composição dos nucleotídeos, deste modo, seria esperado um 

maior teor de G+C, ao invés de A+T, devido ao maior teor de pontes de hidrogênio 

que estabilizariam termicamente o DNA, no entanto estudos recentes mostram não 

haver correlação direta entre teor de G+C e termofilia, visto que Aquifex aeolicus tem 

um teor de G+C menor que 50 % enquanto que o mesofílico Mycobacterium tubercu-

losis, um mesófilo, tem um conteúdo de G+C mais elevado (SINGER ; HICKEY, 2004).  

Assim entende-se que a estabilização do DNA deve principalmente aos seguin-

tes fatores: presença de 2,5-difosfoglicerato cíclico de potássio que impede despurina-

ção a altas temperaturas; DNA topoisomerase denominada de DNA girase reversa, 

que promove um superenovelamento positivo no DNA que garante maior resistência à 

desnaturação térmica; os hipertermófilos metanogênicos do reino Euryarchaeota, co-

mo Sulfolobus, possuem proteínas semelhantes a histonas que compactam o DNA em 

estruturas que se assemelham aos nucleossomos, mantendo a dupla fita em altas 

temperaturas; já os metanogênicos do reino Crenarchaeota não possuem proteínas 
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semelhantes a histonas, mas sim Sac7d que aumenta a temperatura de desdobramen-

to (melting) do DNA por interação ao seu sulco menor (MADIGAN ; OREN, 1999).  

 Quando analisamos o transcriptoma notamos que RNAs estruturais, isto é, 

rRNA e tRNA, possuem uma correlação entre G+C e termoestabilidade. Ao contrário 

do que ocorre com o DNA, existe uma maior proporção de C+G nas regiões de fita 

dupla dos RNAs estruturais, garantindo uma maior estabilidade em altas temperaturas. 

No caso dos mRNAs a situação crítica não é o manutenção de uma estrutura secun-

dária, uma vez que se apresentam em fita única, assim não seria esperado uma pres-

são seletiva para a estabilização em altas temperaturas, porém estudos recentes mos-

tram que existe uma correlação entre o aumento de purinas no transcriptoma em nível 

de mRNA, sobretudo adenina, e o aumento da temperatura do ambiente (MADIGAN; 

OREN, 1999). 

 

2.2.4. Adaptações à termofilia ao nível do proteoma 
 A termoestabilidade enzimática seja ela cinética ou dinâmica está relacionada 

ao desdobramento da proteína. A estabilidade é dependente, majoritariamente, de 

interações não covalentes como as iônicas, hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Adi-

cionalmente  outros fatores podem contribuir, como por exemplo sais, uma elevada 

concentração de proteínas, coenzimas, substratos, ativadores ou estabilizantes (VI-

EILLE; ZEIKUS, 2001), ligações dissulfeto e associação de oligômeros (JAENICKE, 

1996a). 

 A termoestabilidade é ditada pelo equilíbrio entre forças de enovelamento e de 

desenovelamento, as quais podem ser entendidas em nível termodinâmico, sendo 

usualmente expressas como a temperatura de desnaturação Tm e a energia livre de 

estabilização da enzima (ΔGstab.), usualmente em torno de 45 ± 15 kJ.mol-1. Esta cor-

responde à diferença de energia livre entre os estados enovelado e desenovelado da 

proteína, sendo definida pela relação Gestab = Hestab – T. Sestab, onde T é e tempera-

tura absoluta, em Kelvin, dependendo também da barreira energética da energia de 

ativação Ea. Uma versão mais completa dessa equação de Gibbs-Helmholtz desdobra 

o segundo termo, tornando explícito o papel das entropias de solvatação e da proteí-

na: Gestab = Hestab – T. Ssolv – T. Sprot (JAENICKE, 1996b). Em alta temperatura o 

valor de ΔGstab. será negativo, indicando que a temperatura é suficiente para desesta-

bilizar e desnaturar a enzima. A Tm, temperatura na qual 50 % da proteína se encon-

tra desenovelada, é usada para descrever a estabilidade de enzimas que apresentam 

desnaturação irreversível  (VIEILLE; ZEIKUS, 2001). 
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 A desnaturação de uma proteína pode expô-la a alguns eventos. Uma vez des-

dobrada ocorre a exposição de sítios hidrofóbicos, antes internos, formando agrega-

dos que se precipitam. Também podemos citar como alteração decorrente da desnatu-

ração a perda de cofatores e o re-enovelamento incorreto (TOMAZIC; LIBANOV, 

1988). 

Ao ser desnaturada uma proteína expõe resíduos de aminoácidos, os quais 

podem sofrer alterações, sendo as principais: desamidação da asparagina (Asn) e 

glutamina (Gln) por um mecanismo ácido-básico; hidrólise de ligações peptídicas, que 

ocorrem frequentemente no C-terminal lateral do ácido Aspártico (Asp), em ligações 

entre Asp’→Prolina (Pro); oxidação da metionina (Met); mudança da L-serina (Ser) 

para seu isômero D; reação da lisina (Lys) com açúcares redutores; etc. (VIEILLE; 

ZEIKUS, 2001). 

A adaptação das termozimas a altas temperaturas é resultado do equilíbrio en-

tre rigidez estrutural e flexibilidade catalítica. A rigidez é necessária para a estabilidade 

de enovelamento da enzima em altas temperaturas enquanto que a flexibilidade é im-

portante para a atividade catalítica. Assim, quando termozimas encontram-se na tem-

peratura ótima de atividade, que geralmente é maior que 40 °C ocorre um movimento 

térmico e um aumento da flexibilidade essencial para a catálise. Se estas enzimas 

termofílicas são submetidas a temperaturas maiores do que a ótima o movimento tér-

mico tornar-se-á tão acelerado que levará a perda da estrutura nativa. Quando as 

mesmas são submetidas a temperaturas menores que a ótima a flutuação térmica é 

reduzida e a mobilidade conformacional do sítio catalítico diminui, o que demonstra 

que estas enzimas não só toleram temperaturas acima da média, como também as 

requerem para a catálise (ARNOLD et al., 2001; FÁGÁIN, 1995). 

Ao longo do processo evolutivo duas estratégias de termoestabilidade foram 

selecionadas: a estabilização por fatores intrínseco e extrínseco. Enquanto o primeiro 

está diretamente relacionado à estrutura das moléculas e consequentemente à rigidez 

de enovelamento, o segundo está relacionado à adaptação das termozimas ao meio, 

seja este intra ou extracelular (BRUINS et al., 2005).  

Os fatores intrínsecos estão listados na tabela 1. O principal efeito intrínseco é 

denominado de efeito hidrofóbico, no qual resíduos hidrofóbicos são sequestrados 

para o interior da molécula evitando o contato com a água, formando-se deste modo 

núcleos hidrofóbicos no interior da termozima. Este aumento de cadeias apolares no 

interior dessas biomoléculas favoreceu o aumento da entropia de enovelamento uma 

vez que evita a formação de gaiolas de água, ou clatratos, em torno de grupos hidro-

fóbicos, isto é, não se formam estruturas altamente organizadas ao redor das termo-
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zimas o que favorece o aumento da entropia de dobramento. Como consequência, as 

termozimas possuem alto teor de aminoácidos hidrofóbicos, como Ile e Val, e uma 

redução de suas cavidades interiores, de seu volume total e da área superficial  

(PACK; YOO, 2005). 

 
Tabela 1. Principais fatores intrínsecos estabilizadores de termozimas. 

Efeito intrínseco Efeito na termozima 

Alta proporção de 

Pro e baixa de Gly 

A glicina possui muitas possibilidades de conformação, necessi-

tando de uma maior energia para restringir sua conformação. 

Já a prolina possui poucas conformações devido ao seu anel 

pirrolidínico, diminuindo a sua entropia do estado não dobrado 

(VIEILLE; ZEIKUS, 2001). 

Estrutura secundá-

ria  

Alto teor de α-hélice e de folha β-pregueada além de uma me-

nor freqüência de regiões irregulares (VIEILLE; ZEIKUS, 2001).  

Alta proporção de 

Ala 

Alanina é o melhor aminoácido formador de α-hélice (VIEILLE; 

ZEIKUS, 2001). 

Alta quantidade de 

grupos polares car-

regados 

Estes grupos estabelecem pontes salinas na molécula (EL-

COCK, 1998). 

Ligações dissulfeto Reduzem a entropia de desdobramento da termozima. É inte-

ressante salientar que a Cys é oxidada a 100°C, sendo este 

talvez o limite da termoestabilidade (VIEILLE; ZEIKUS, 2001). 

Ligação com metais Acredita-se que a ligação com metais estabilize as enzimas 

uma vez que a perda destes metais afeta a especificidade e 

atividade da enzima. Além disso, algumas termozimas possuem 

metais que não estão presentes na sua homóloga mesofílica, 

indicando que a aquisição do metal é fator preponderante para 

a termoestabilidade (SEIFZADEH et al., 2008). 

Encurtamento e 

ancoramento das 

porções C e N ter-

minais 

A porções N e C terminais possuem alta mobilidade e são, via 

de regra, onde se inicia o processo de desnaturação. Assim o 

encurtamento destas porções ou o seu ancoramento ao restan-

te da proteína garante maior estabilidade (SHIMA et al., 2004). 

Glicosilação Corresponde a uma modificação pós-traducional, que pode ser 

do tipo O-glicosilação (ocorre na hidroxila da Ser e Thr) ou N-

glicosilação (Asn-X-Ser/Thr, onde X não pode ser Pro) (WANG 

et al., 1996). Estudos têm mostrado um papel preponderante da 
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glicosilação na termoestabilidade, porém o mecanismo pelo 

qual esta estabilização ocorre ainda é alvo de estudos, sendo 

que para algumas enzimas, como fitases, existem poucos tra-

balhos publicados (ZHU et al., 2014). 
Fonte: do próprio autor. 

 

 Os principais fatores extrínsecos relacionados a termoestabilidade são: sais 

inorgânicos que estabilizam as enzimas de modo específico e também por reduzirem a 

atividade de água, muitos solutos que estabilizam as proteínas citoplasmáticas contra 

a desnaturação térmica, e o próprio substrato é um fator de termoestabilidade 

(MUKLHOPADHYAY et al., 2003).  

Outro fator extrínseco de estabilização são as chaperonas, sendo as mais co-

nhecidas as da família Hsp70. Estas proteínas reenovelam proteínas desnaturadas 

pelo calor, direcionando assim o dobramento adequado das proteínas através de liga-

ções com o polipeptídeos recém-sintetizados e evitando associações impróprias (MA-

YER et al., 2001).  

 

2.3. ESTRUTURA BIOQUÍMICA DA PAREDE CELULAR VEGETAL 
2.3.1. Componentes lignocelulósico e hemicelulósico da parede celular vegetal 

Como já foi mencionado anteriormente, os fungos termofílicos filamentosos li-

beram enzimas extracelulares responsáveis por despolimerizar os componentes da 

biomassa vegetal (MAHESHWARI et al., 2000). De acordo com Hamelinck et al. 

(2005), na composição do bagaço de cana-de-açúcar, por exemplo, encontramos um 

material lignocelulósico que consiste em feixes de fibras e estruturas elementares, 

como vasos parenquimáticos e células epiteliais, sendo encontrado nesse em média 

50 % de umidade, 48 % de fibra (32-50 % de celulose, 19-25% hemicelulose e 23-32 

% de lignina) e 2 % de cinzas. 

A parede celular vegetal (figura 2) é composta por diversos polissacarídeos e 

outros componentes, os quais são organizados por meio de ligações covalentes e não-

covalentes. A parede celular primária, composta de celulose, hemicelulose e pectina, é 

depositada durante o crescimento da célula e deve ser suficientemente rígida, para 

evitar a ruptura celular, porém flexível, para permitir o crescimento da célula. A parede 

celular secundária é deposita com o cessar do crescimento da célula e é composta 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (TAIZ; ZIEGER, 2002). 

 A celulose é um polímero de β-D-glicose, onde os monômeros são unidos por 

ligações β (14) e se organiza em uma estrutura microfibrilar. Possui regiões alta-
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mente ordenadas – as regiões cristalinas – que são estabilizadas por ligações de hi-

drogênio e regiões menos organizadas, isto é, com orientação randomizada – a região 

amorfa (FARINAS, 2011).  

 
Figura 2. Organização típica dos componentes da parede celular vegetal (MURPHY; McCARTHY, 2004). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

A hemicelulose é um heteropolissacarídeo ramificado composto por pentoaldo-

ses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose). As principais hemi-

celuloses encontradas em plantas são os xiloglicanos (XyG), os glicuronoarabinoxila-

nos (GAX) e os mananos (MN) (BUCKERIDGE et al., 2010).  

Já a lignina possui uma natureza fenólica, portanto um metabólito secundário 

vegetal, e é formada por três alcoóis: cumárico, coniferílico e sinapílico. Possui um 

papel cimentante na parede vegetal, sendo encontrada em tecidos de sustentação. 

Devido a este papel cimentante a lignina dificulta o acesso das celulases às fibrilas de 

celulose (FARINAS, 2011). 

 

2.3.1. Componentes pécticos da parede celular vegetal 
 A quantidade de compostos pécticos varia de acordo com o produto vegetal, 

sendo que altos teores de pectina são encontrados em bagaço de maçã, albedo cítri-

co, polpa de beterraba e capítulos de girassol (THIBAULT, 1980). As principais pecti-

nas comerciais são extraídas dessas fontes em meio levemente ácido, porém a capa-

cidade de geleficação depende da massa molecular e do grau de esterificação desses 

polissacarídeos (CANTERI et al., 2012).  

 A pectina é encontrada na parede celular primária e na lamela média das célu-

las vegetais (figura 3), atuando no controle iônico e da porosidade da parede e garan-
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tido adesão (ROMBOUTS; PILNIK, 1980). Dois modelos estruturais são propostos 

para a parede celular primária: tipo I, composto predominantemente por celulose, xilo-

glucanas, extensina e pectina (20-35%) e tipo II, compreendendo essencialmente celu-

lose, glicoarabinoxilanas e compostos fenólicos, com menor proporção de pectina 

(10%) (CARPITA et al. , 2000). Já na lamela média encontra-se predominantemente 

pectina de alta metoxilação (MOHNEN, 2008). 

 
Figura 3. Organização típica dos componentes da parede celular vegetal, evidenciando a presença de 

pectina na parede primária e na lamela média (Fonte: http://www.ippa.info/what_is_pectin.htm). 

 

 
 

 Os polissacarídeos pécticos possuem uma estrutura molecular variada, poden-

do ser classificados de acordo com a mesma (figura 4). Os principais polissacarídeos 

pécticos estão descritos na tabela 3, construída com base em Voragen et al., 2009.  

 
Tabela 2. Descrição dos principais polissacarídeos pécticos. 

Polissacarídeo pécti-
co 

Descrição 

Homogalacturonana 
(HG) 

Principal e mais abundante polissacarídeo péctico, corres-

pondendo a 60-65 % do total de pectina. Possui um esque-

leto de ácido galacturônico unidos por ligação α (14) em 

um padrão linear. Os grupos carboxila estão parcialmente 

metil-esterificados e as cadeias podem ser O-acetiladas no 

C-3 ou C-2. 

Ramnogalacturonana I 
(RG-I) 

Corresponde a 20-35 % do total de pectinas. Apresenta 

diferentes cadeias de glucanas (arabinana e galactana) li-

gadas a unidades de ramnose. 
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Ramnogalacturonana 
II (RG-II) 

É a pectina mais complexa e representa cerca de 10 % do 

total de pectinas. Possui um esqueleto de no mínimo oito 

ácidos galacturônicos, contendo cadeias laterais de até 12 

diferentes tipos de monossacarídeos. A estrutura descrita é 

muito conservada nos vegetais. 

Xilogalacturonana 
(XGA) 

Homogalacturonana com xilose ligada na posição 3. O grau 

de xilosidação pode variar entre 25 % (melancia) a 75 % 

(maçã). 

Arabinogalactana I 
(ARA-I) 

Composta por esqueleto β-D-Galp; resíduos de α-L-Araf 

podem estar ligados às unidades galactosil na posição 3. 

Arabinogalactana II 
(ARA-II) 

Composta de um esqueleto β-D-Galp 13, contendo cadei-

as curtas de [α-L-Araf (1) β-D-Galp (16)]n onde n = 1, 

2ou 3. Possui uma parte proteica rica em prolina, hidroxipro-

lina, alanina, serina e treonina. 
Fonte: do próprio autor. 

 
Figura 4. Representação convencional da HG, RG-I e RG-II (adaptado de Canteri et al., 2012). 
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2.4. PECTINASES 
2.4.1. Principais pectinases e mecanismos de catálise 
 As pectinases correspondem a um grupo bastante diverso de enzimas que de-

gradam os polissacarídeos pécticos. De acordo com Uenojo e Pastore (2007), existem 

basicamente três tipos de pectinases: as desesterificantes ou desmetoxilantes, as 

despolimerizantes e as protopectinases. 

As pectinases desesterificantes (como a pectina esterase) catalisam a hidrólise 

dos grupos metil-éster da pectina (figura 5), ocorrendo assim a liberação de metilas e 

conversão de pectina em pectato (PEDROLLI et al., 2009; UENOJO; PASTORE, 

2007).  

 
Figura 5. Representação de uma parte da sequência principal da pectina, formada por galacturonato 
eventualmente metilado no carbono 6 (Fonte: http://sciexplorer.blogspot.com.br/2012/08/jam-science-first-
let-me-be-clear-i-am.html) 

 
As pectinases despolimerizantes podem pertencer às classes das liases ou das 

hidrolases. Estas últimas podem ser polimetilgalacturonases e as poligalacturonases. 

As polimetilgalacturonases hidrolisam o polimetilgalacturonato, transformando-o em 

oligometilgalacturonato, enquanto que as poligalacturonases hidrolisam a ligação gli-

cosídica α (14) entre dois resíduos de ácido galacturônico, tanto de forma randômica 

(endopoligalacturonases) quanto sequencial (exopoligalacturonases). Já as liases ca-

talisam uma reação de β-eliminação, isto é, rompem ligações glicosídicas α (14) 

resultando em galacturonídeos com uma ligação insaturada entre os carbonos 4 e 5 

do final não redutor do ácido galacturônico, e  podem ser: pectina liase (catalisa a β-

eliminação entre dois resíduos de ácido galacturônico mais ou menos esterificados, de 

modo endo ou exo) e pectato liase (catalisa a β-eliminação entre dois resíduos de áci-

do galacturônico do pectato, de modo endo ou exo) (PEDROLLI et al., 2009; UENOJO; 

PASTORE, 2007). 

Por último, as protopectinases solubilizam protopectina, formando pectina solú-

vel altamente polimerizada e podem ser divididas em tipo A (reage com o sítio interno, 

isto é, a região do ácido poligalacturônico da protopectina) ou tipo B (reage com o sítio 

externo, ou seja, com as cadeias de polissacarídeos que podem estar conectadas às 
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cadeias de ácido poligalacturônico) (PEDROLLI et al., 2009; UENOJO;  PASTORE, 

2007). O mecanismo catalítico das principais enzimas pectinolíticas está representa-

dos na figura 6.  

 
Figura 6. Modo de ação das principais pectinases. (a) R = H para PG e CH3 para PMG; (b) PE; e (c) R = 
H para PGL e CH3 para PL. As siglas indicam os locais onde as enzimas reagem com as substâncias 
pécticas. PMG, polimetilgalacturonases; PG, poliga-lacturonases; PE, pectinaesterase; PL, pectina liase 
(PEDROLLI et al., 2009). 

 

 

 
 
 
2.4.2. Principais aplicações das pectinases 
 As substâncias pécticas são responsáveis por atribuir um aspecto turvo aos 

sucos de frutas e a sua presença aumenta a viscosidade dos sucos, o que dificulta os 

processos de filtração posteriores (UENOJO; PASTORE, 2007). Hoje, para otimizar o 

processo de produção são acrescidas ao suco, no intuito de melhorar a extração e 

clarificação, pectinases, celulases e hemicelulases, conhecidas conjuntamente como 

enzimas de maceração (KAUR et al., 2004).  

 O tratamento com poligalacturonase, pectina metil esterase e pectina liase leva 

a uma degradação das pectinas da lamela média, levando a uma liquefação total ou 

quase que total da polpa da fruta. A degradação da pectina da parede celular permite 

uma melhor extração dos componentes da fruta e reduz em 50 % o tempo de filtração, 
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uma vez que se diminui a viscosidade do preparado, além de se diminuir a quantidade 

de resíduos (DEMIR et al., 2001). 

 Na indústria vinícola as pectinas são adicionadas durante o esmagamento das 

uvas ou nos mostos com o propósito de melhorar a extração de pigmentos como anto-

cianinas e taninos e de terpenos (compostos aromáticos) por meio da maceração da 

casca, além de melhorar os processos de clarificação e filtração. O acréscimo de en-

zimas pectinolíticas melhora as características visuais do vinho, tanto cromáticas 

quanto a turbidez (FERNÁNDEZ et al., 2004).     

 Usualmente os óleos vegetais são extraídos com hexano, um solvente orgânico 

e potencial carcinogênico. Recentemente as enzimas de maceração passaram a ser 

adicionadas durante a prensagem da azeitona, durante a extração do óleo de oliva 

(SHARMA; SATYANARAYANA, 2006). A extração destes óleos com enzimas pectino-

líticas permite que o processo ocorra em meio aquoso além de aumentar a quantidade 

de agentes anti-oxidantes e de vitamina E em óleo de oliva extravirgem, diminuindo 

ainda a formação de ranços (BHAT, 2000).  

 Por outro lado, fibras dietéticas atuam como prebióticos e existem evidências 

que elas podem modular o sistema imune (SCHLEY ; FIELD, 2002). Assim, os polis-

sacarídeos pécticos estão emergindo como uma alternativa de compostos alimentares 

bioativos. Estas fibras vegetais podem ser tratadas com pectinases, gerando oligoga-

lacturonídeos que podem estimular o crescimento da microbiota do cólon intestinal 

(LANG; DÖRNENBURG, 2000). A pectina metil esterase, por exemplo, está ganhando 

atenção na indústria de alimentos funcionais. A desmetilação de uma pectina e poste-

rior adição de Ca+2 gera uma pectina de alta viscosidade que pode reduzir a absorção 

de colesterol pelo intestino (KHAN et al., 2013). 

 As pectinases também são usadas na fermentação do café e do chá, pois facili-

tam a fermentação por remover a mucilagem dos grãos e na indústria têxtil, pois re-

movem a camada de pectina que recobre as fibras de celulose (UENOJO; PASTORE, 

2007). 
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3. JUSTIFICATIVA 
 As enzimas pectinolíticas têm grande aplicabilidade nas indústrias de vinho, na 

extração de óleos vegetais, na elaboração de alimentos funcionais, na indústria têxtil e 

na indústria de sucos de frutas. Neste último caso, essas enzimas atuam degradando 

a pectina e diminuindo a viscosidade dos sucos, facilitando assim o processo de filtra-

ção (UENOJO; PASTORE, 2007). 

Uma revisão realizada recentemente em bases de dados (Entrez-Pubmed) e si-

tes da área, como BRENDA (http://www.brenda-enzymes.info/), mostraram a carência 

de dados a respeito da exo-PG de R. pusillus, motivando-nos assim a estudar as pro-

priedades desta enzima para avaliarmos o seu potencial para eventuais aplicações. 
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4. OBJETIVOS 
 Os objetivos gerais deste trabalho foram produzir a galacturana 1,4-alfa-

galacturonidase1 (E.C. 3.2.1.67) também denominada exo-poligalacturonase do fungo 

termofílico Rhizomucor pusillus, por meio de cultivo submerso, purificá-la, caracterizá-

la e aplicá-la na extração de sucos de frutas, bem como enzima complementar na sa-

carificação da biomassa lignocelulósica.  

 Já os objetivos específicos foram: 

1. Produzir a enzima extracelular exo-poligalacturonase do fungo termofílico Rhi-

zomucor pusillus por meio de cultivo submerso (Csm); 

2. Caracterizar a enzima do extrato bruto quanto à temperatura e pH ótimos de 

atividade e quanto à estabilidade térmica e relacionada ao pH; 

3. Determinar a massa molecular da enzima por métodos desnaturantes e não-

desnaturantes; 

4. Determinar o ponto isoelétrico da enzima; 

5. Determinar o padrão de hidrólise da enzima; 

6. Estabelecer um protocolo de Purificação; 

7. Caracterizar a enzima pura quanto à temperatura e pH ótimos, estabilidade 

térmica e relacionada ao pH e efeito de cátions na atividade da enzima; 

8. Análise dos parâmetros cinéticos da enzima pura; 

9. Análise dos parâmetros termodinâmicos da enzima pura por meio da termodi-

nâmica da termoinativação irreversível;  

10. Sequenciamento da enzima por MALDI-TOF; 

11. Aplicar a enzima do extrato bruto e parcialmente purificada na extração de su-

co de laranja, maça e uva; 

12. Aplicar a enzima do extrato bruto e parcialmente purificada como enzima com-

plementar no processo de sacarificação da biomassa lignocelulósica. 

 
 
 
 
 
 
 

                                                           
1 Nome recomendado de acordo com a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular, IUBMB: 
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/67.html, acesso em 19/6/2014. 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/67.html
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1. Obtenção e preparo do bagaço de laranja 

O bagaço de laranja incorporado ao meio de cultura foi obtido por doação na 

empresa “Jet Suco”, na cidade de São José do Rio Preto. Uma vez no laboratório, foi 

necessário lavar, secar, triturar e selecionar o tamanho das partículas de bagaço. 

 A lavagem do bagaço, necessária para reduzir o teor de glicose do material, foi 

realizada de acordo com seguinte procedimento: o bagaço foi lavado 15 vezes, sendo 

posteriormente deixado de molho por volta de 24 horas. A cada hora a água era retira-

da e trocada (exceto durante a noite). Uma amostra da água em que o bagaço ficou 

overnight foi coletada para a quantificação de açúcares redutores. 

 A determinação da concentração de açúcares redutores foi realizada pelo mé-

todo de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944). Um mL da solução de Somogyi-Nelson I foi 

adicionado a 500 μL da amostra, sendo ambos incubados a 100 °C por 10 minutos. Os 

tubos foram resfriados, e posteriormente foi adicionado 1 mL da solução de Somogyi-

Nelson II a cada tubo. Foi feita uma análise por comparação visual do teor de açúca-

res redutores em comparação com um controle em que a amostra foi trocada por 

água, como avaliação da presença de açúcares redutores após a lavagem. 

 O bagaço foi triturado ainda úmido e colocado para secar em uma estufa a 60 

°C por 64 horas, sendo posteriormente triturado em um liquidificador (para a redução 

dos grãos) e peneirado, visto que o tamanho de bagaço a ser utilizado no cultivo sub-

merso foi padronizado (de 0,1 a 0,59 mm), para melhor sucesso da técnica. 

 

5.2. Microrganismo 
O fungo filamentoso termofílico utilizado no presente trabalho foi Rhizomucor 

pusillus A 13.36, mantido em meio PDA (potato dextrose agar) e obtido do estoque do 

Laboratório de Bioquímica e Microbiologia Aplicada, da Universidade Estadual Paulista 

Júlio de Mesquita Filho (UNESP), câmpus de São José do Rio Preto. 

 

5.3. Pré-inóculo 
O pré-inóculo foi preparado com 39 g/L de PDA e 1 % de pectina comercial, pH 

5,0. Os pré-inóculos foram preparados em Erlenmeyers de 250 mL, com 50 mL de 

meio nutriente cada. O fungo foi inoculado com o auxílio de alça de repique, e coloca-

do para crescer em uma estufa BOD a 45 °C por 48 horas. 
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5.4. Cultivo submerso (CSm) 

O cultivo ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL contendo 40 mL de meio líquido 

esterilizado, composto por 1 % de bagaço de laranja, 1 % de farelo de trigo e os se-

guintes nutrientes (g/L): 1,0 (NH4)2SO4; 1,0 MgSO4.7H2O; 0,2 ZnSO4.7H2O; 0,11 

H3BO3; 0,05 MnCl2.4H2O; 0,05 FeSO4.7H2O; 0,016 CoCl2.5H2O; 0,016 CuSO4.5H2O; 

0,011 (NH4)6Mo7O24.4H2O; 0,5 EDTA. O meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C 

durante 30 minutos e inoculado com um volume de suspensão de esporos equivalente 

a 107 esporos/mL. A contagem de esporos foi feita com o uso de câmara de Neubauer. 

 O cultivo ocorreu em uma incubadora com agitação (shaker) a 100 rpm por 120 

h a 45 °C. A cada 24 h um frasco foi retirado e seu conteúdo foi filtrado, sendo este 

submetido a uma avaliação da atividade enzimática (item 5.6), importante para a con-

fecção de uma curva de produção. Para a confecção da mesma, os experimentos fo-

ram realizados em triplicata.  

 O experimento mostrou que o período de fermentação igual a 96 horas é sufi-

ciente para a obtenção da máxima produção da exo-poligalacturonase (exo-PG); deste 

modo, esse tempo foi estipulado para os processos de fermentação realizados poste-

riormente.   

 

5.5. Clarificação do extrato 
O material obtido durante este tempo foi filtrado em papel filtro de celulose com 

poros de 14 µm (Qualy®) e depois centrifugado a 4 °C e 10.000 xg em centrífuga 

Jouan CR3i, sendo o sobrenadante utilizado para os passos seguintes de caracteriza-

ção e purificação.  

 

5.6. Quantificação de açúcares redutores 
 Para a confecção da curva de produção e as posteriores análises de atividade 

enzimática utilizou-se o método de dosagem de açúcares redutores de Miller (1959), o 

qual utiliza ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS). A atividade da Exo-PG foi ensaiada em 

uma mistura de reação composta de 225 µL de substrato (solução de pectina cítrica a 

1 % com grau de esterificação de 26 % em tampão acetato de sódio 0,2 mol.L-1 pH 

5,0) e 25 µL da solução enzimática bruta. É importante ressaltar que após ser determi-

nado o tempo de linearidade na formação do produto (item 5.16.) o tempo de reação 

foi padronizado em 4 min. 

Para a realização do ensaio, os materiais anteriormente citados foram incuba-

dos a 60 °C por 10 minutos e a reação foi interrompida pela adição de 250 µL de DNS. 
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Os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria fervente por 5 minutos. Adicio-

nou-se 2 mL de água e após o resfriamento, realizou-se a leitura da absorbância a 540 

nm.  Foi considerado que uma unidade de atividade enzimática (IUBMB, 1979) é a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de açúcar redutor por minuto. A 

curva padrão foi confeccionada utilizando glicose (Sigma-Aldrich). 

 

5.7. Quantificação de proteínas totais 
 A quantificação de proteínas totais se deu pelo método de Bradford (1976): 

1,25 mL de reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) foram adicionados a 25 µL de amos-

tra, a reação ocorreu por 10 min. e posteriormente realizou-se a leitura da absorbância 

em 595 nm. Para a confecção da curva padrão foi utilizada albumina sérica bovina 

(Sigma-Aldrich). 

 

5.8. Análises eletroforéticas: SDS-PAGE 
 O perfil proteico foi analisado por eletroforese desnaturante em gel de poliacri-

lamida na presença de dodecil sulfato de sódio, SDS-PAGE (RHODES ; LAUE, 1990; 

SEE ; JACKOWSKI, 1990). O gel de corrida preparado foi de 8 ou 10 %, o gel de em-

pilhamento foi de 5 %, o tampão utilizado foi Tris 25 mM – Glicina 0,2 M (pH 8,3). A 

amostra foi preparada na proporção 1 de amostra: 1 de glicerol 20 % + azul de bromo-

fenol, sendo aplicados aproximadamente 30 µL de amostra em cada poço. Como mé-

todo de coloração utilizou impregnação por nitrato de prata (ALFENAS, 1998). Foram 

aplicados ao gel 2 µL de albumina de soro bovino e 3 µL de marcadores de massa 

molecular Wide range (Sigma-Aldrich). Os géis e o tampão de corrida continham SDS. 

 

5.9. Análises eletroforéticas: Zimograma 
O zimograma para a Exo-PG seguiu o protocolo estabelecido por Polizeli et al. 

(2012): após a corrida, o gel contendo a enzima foi incubado com o substrato (solução 

contendo 1% de pectina cítrica com grau de esterificação de 26 %, em tampão acetato 

de sódio 0,2 mol.L-1 e pH 5,0). O gel foi incubado com o substrato por 2 horas a 50 °C 

e corado com solução de vermelho de rutênio 0,02 %, o qual é capaz de interagir com 

o substrato, exceto na região onde o substrato foi hidrolisado pela Exo-PG. Esta técni-

ca foi realizada em colaboração com o grupo de pesquisa dirigido pela Profa. Dra. Ma-

ria de Lourdes T. de Moraes Polizeli (USP de Ribeirão Preto). 
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5.10. Estimativa da massa molar da Exo-PG em condições nativa e desnaturante 
A estimativa da massa molar em condições desnaturantes foi feita por eletrofo-

rese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), 

usando gel de corrida a 8 % e gel de empilhamento a 5 %. Este método foi utilizado 

para estimar a massa molecular da enzima em condição desnaturante, em compara-

ção com padrões de proteínas globulares de massa conhecida, através da confecção 

de um gráfico do logaritmo da massa molecular vs. a migração relativa no gel. 

A estimativa da massa molar em condição nativa foi feita por cromatografia de 

filtração em gel, sendo a massa molecular da Exo-PG estimada através da confecção 

de um gráfico do logaritmo da massa molecular vs. coeficiente de distribuição (Kd) de 

padrões de proteínas globulares de massa molecular conhecida: anidrase carbônica 

(29 kDa), mioglobina (17,8 kDa) e soroalbumina (66 kDa). Passamos também Azul 

Dextran e ATP (adenosina trifosfato) para estimativa do volume de exclusão e da fase 

estacionária, respectivamente. A passagem desses padrões permitiu calcularmos o 

coeficiente de partição (DENNISON, 2002) pela equação abaixo, na qual os volumes 

foram determinados em mL: 

Kd = (Ve – Vo) / (Vs)        equação 1 

Onde, 

Kd = coeficiente de distribuição (varia de 0 a 1); 

Ve = volume de eluição do pico de absorbância de cada padrão proteico e da 

exo-PG; 

Vs = volume interno ou da fase estacionária (volume de eluição do ATP); 

Vo = volume de exclusão (volume de eluição do azul de dextran). 

Os padrões de massa molecular e uma amostra de extrato bruto contendo exo-

PG foram submetidos a uma cromatografia de filtração em gel. A coluna utilizada foi 

uma GE XK-16 (16/100) preenchida com Sephadex G-75 (volume de resina de apro-

ximadamente 160 mL). A coluna foi equilibrada para pH e condutividade usando uma 

bomba peristáltica Pharmacia P-1 e em seguida acoplada a um sistema FPLC GE 

Äkta Purifier UPC10. O tampão utilizado foi acetato de sódio 10 mM (contendo 50 mM 

de NaCl e pH 5,0), o fluxo utilizado foi de 0,2 mL/min. (fluxo linear de aproximadamen-

te 5 cm/h), sendo que foi coletado 1 mL por tubo de ensaio.  

O perfil de eluição dos padrões de massa molecular e das proteínas do extrato 

bruto foi acompanhada pela absorbância em 280 nm. Os picos de absorbância do ex-

trato bruto foram submetidos à determinação de açúcares redutores pelo método de 

Miller (1959) antes descrito para identificação do pico de eluição de exo-PG. 
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5.11. Caracterização bioquímica da exo-PG presente no extrato bruto frente às 
variações de pH e temperatura 
 A atividade da exo-poligalacturonase foi testada em função do pH pela deter-

minação de açúcares redutores de Miller (1959) a 60°C. Foram utilizados os tampões 

listados a seguir, todos na concentração 0,1 mol.L-1 contendo 1 % de pectina cítrica 

(grau de esterificação de 26 %): citrato de sódio (pH 2,0 a 3,0), acetato de sódio (pH 

3,5 a 5,5), MES (pH 6,0 e 6,5), HEPES (pH 7,0 a 7,5), glicina (pH 8,0 a 9,5), CAPS (pH 

10,0 a 11,0). Cabe aqui observar que quando necessário o pH dos tampões foi ajusta-

do para corrigir o efeito de deslocamento do pKa em função da temperatura, seguindo 

valores tabelados de pKa/oC (APPLICHEM, 2008).  

 A atividade da exo-poligalacturonase foi testada em função da temperatura (30 

a 80 °C) pela determinação de açúcares redutores de Miller (1959), na condição de pH 

determinada como ótima, contendo 1 % de pectina cítrica (grau de esterificação de 26 

%). 

 A estabilidade térmica da enzima foi avaliada na ausência de substrato, sendo 

medida a atividade residual da exo-PG após uma hora de incubação a temperaturas 

que variaram de 30 a 80 °C (SAQUIB et al., 2012). 

 A estabilidade relacionada ao pH foi avaliada por meio da mistura (1:1) da so-

lução enzimática em soluções tampão 0,1 mol.L-1 de citrato de sódio (pH 2,0 a 3,0), 

acetato (pH 3,5 a 5,5), MES (pH 6,0 e 6,5), HEPES (pH 7,0 a 7,5), glicina (pH 8,0 a 

9,5) e CAPS (pH 10,0 a 11,0), sendo a atividade residual medida após a incubação por 

24 h na ausência de substrato, mantida à temperatura ambiente. Para o cálculo da 

atividade residual usou-se como parâmetro uma amostra controle preparada pela mis-

tura (1:1) da solução enzimática em água, incubada a temperatura ambiente por 24 h 

na ausência de substrato (controle de 100 %). 

 

5.12. Efeito de cátions na atividade da exo-PG parcialmente purificada 
 A presença de contaminantes e de cátions da solução nutriente no extrato bru-

to não permite uma análise confiável do efeito de íons na atividade da exo-PG. Deste 

modo foi necessário purificar parcialmente a exo-PG a fim de retirar os sais e contami-

nantes do extrato bruto. 

 A purificação parcial seguiu o seguinte protocolo, o qual já havia sido previa-

mente testado: 30 mL de extrato bruto obtido pela fermentação submersa foram con-

centrados 30 vezes através de ultra-filtração por centrifugação, utilizando um sistema 

Vivaspin (GE) com uma membrana com corte de 10 kDa (7.000 xg e 2 °C). 
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 A amostra (aproximadamente 1 mL) foi submetida a uma cromatografia de fil-

tração em gel. A coluna utilizada foi uma coluna GE XK-16 e a resina utilizada foi 

Sephadex G-50 (volume de aproximadamente 120 mL). Esta resina não permite que 

moléculas maiores que 30 kDa entrem nos poros, migrando rapidamente através da 

resina e eluindo no volume de exclusão. 

 A coluna foi acoplada a um sistema FPLC GE Akta Purifier UPC10 e equilibra-

da com o tampão, checando pH e condutividade. O tampão utilizado foi acetato 0,01 

mol.L-1, pH 5,0 (contendo 0,05 mol.L-1 de NaCl), o fluxo utilizado foi de 0,2 mL/min., 

coletando 1 mL por tubo de ensaio.  

 A eluição de proteínas foi acompanhada pela absorbância em 280 nm, e os 

picos de absorbância foram submetidos à determinação de açúcares redutores pelo 

método de Miller (1959).   

 Uma vez com a enzima parcialmente purificada, testou-se o efeito de vários 

cátions na atividade enzimática através da adição de diversos sais variando o cátion e 

mantendo o íon cloreto (na concentração final de 10 mmol.L-1) individualmente à solu-

ção do ensaio enzimático: NaCl, MgCl2, AlCl3, KCl, FeCl3, CaCl2, BaCl2, MnCl2. 

 

5.13. Focalização isoelétrica (IEF) 
 A focalização isoelétrica foi feita em um sistema de eletroforese horizontal BIO-

RAD. O gel foi preparado pela seguinte mistura de reagentes, suficientes para supor-

tes de eletroforese de 10 x 6,25 cm: 0,22 g de agarose foram dissolvidos em 13,2 mL 

de água deionizada e a solução foi aquecida em micro-ondas por aproximadamente 30 

segundos. Na sequência acrescentou-se 1,6 mL de anfólitos (faixa de pH de 3 a 10). A 

mistura foi adicionada ao suporte e esperou-se solidificar. Preparou-se também uma 

solução de H3PO4 1 mol.L-1 (solução anódica) e NaOH 1 mol.L-1 (solução catódica), as 

quais ficaram em contato com as extremidades do gel através de dois pedaços de 

papel filtro, um para cada polo. 

 A pré-focalização, para a organização dos anfólitos, ocorreu por 15 min. a 5 

mA. Ao fim da pré-focalização a amostra foi aplicada a uma canaleta única no centro 

do gel. Após a aplicação da amostra aumentou-se a amperagem para 8 mA e a corrida 

se deu por 40 min. A pré-focalização e a corrida ocorreram em uma bandeja de gelo, 

para a dissipação do calor. 

 Ao fim da corrida o gel foi recortado em tiras de aproximadamente 1 cm e cada 

uma foi misturada com 1 mL de água deionizada em tubo de ensaio, desfazendo o gel 

com auxílio de um bastão de vidro. Na sequência as frações foram submetidas ao en-

saio enzimático conforme descrito anteriormente. Para os tubos nos quais foi encon-
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trada atividade enzimática, foi medido o pH, sendo este estimado como o pI da exo-

PG. 

 
5.14. Purificação da exo-PG 
5.14.1. Precipitação salina (salting-out) com sulfato de amônio  
 A precipitação com (NH4)2SO4 ocorreu conforme o protocolo descrito por Sco-

pes (1993): um volume de 10 mL de extrato bruto foi precipitado com 85, 90 e 95 % de 

(NH4)2SO4 à temperatura ambiente e sob agitação. Também foi adicionado ao proces-

so tampão acetato 50 mmol.L-1 (para evitar o efeito acidificante do sal) e EDTA 2 mM 

(para quelar cátions traços do sulfato de amônio que porventura poderiam atuar como 

inativadores da exo-PG). Após a solubilização do sal esperou-se 30 min. à temperatu-

ra ambiente e depois se centrifugou  a mistura a 3.000 xg por 40 min. O precipitado foi 

removido e armazenou-se o sobrenadante (aproximadamente 12 mL).  

Uma amostra de 1 mL do sobrenadante foi precipitada com ácido tricloroacéti-

co (TCA) pelo método de Sanchez (2001) e o pellet foi ressuspendido em 40 µL de 

azul de bromofenol + glicerol 20 %. A precipitação com TCA é importante como passo 

prévio às análises eletroforéticas, uma vez que concentra a proteína e remove o 

(NH4)2SO4 que porventura poderia interferir na eletroforese. Após as análises eletrofo-

réticas da precipitação com 95 % de (NH4)2SO4, constatou-se que a exo-PG se encon-

trava no sobrenadante praticamente livre de demais contaminantes, sendo que esta 

condição de salting-out foi escolhida para dar continuidade aos demais experimentos. 

 

5.14.2. Diálise 
 Para monitorar o rendimento e fator de purificação do processo de purificação 

foi necessário retirar o (NH4)2SO4 presente na amostra precipitada com 95 % de sulfa-

to de amônio, uma vez que se trata de um interferente na determinação da concentra-

ção de proteína pelo método de Bradford e no ensaio enzimático. Para isto a amostra 

foi dessalinizada overnight, contra água, em tubos de diálise com membrana de aceta-

to de celulose com 25 mm de diâmetro e corte de 3 kDa (Sigma-Aldrich).  

 

5.14.3. Cromatografia de interação hidrofóbica (HIC) 
 Apesar da pureza da pureza obtida com o salting-out ser considerada suficiente 

para dar continuidade aos experimentos, a HIC foi realizada com a finalidade de de-

terminar os resíduos da exo-PG por espectrometria de massa MALDI-TOF, uma vez 

que se trata de uma técnica muito sensível.  
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 Aproximadamente 1 mL de sobrenadante não dialisado, e portanto ainda com 

95 % de sulfato de amônio, foi aplicado em uma coluna HiTrap™ Phenyl HP GE (vo-

lume da resina de 1 mL). O tampão inicial utilizado foi acetato de sódio 50 mM conten-

do 95 % de (NH4)2SO4 e EDTA 2 mM, pH 5,0. O tampão final foi acetato de sódio 50 

mM pH 5,0.  

 O fluxo utilizado foi de 1 mL/min., sendo que foi coletado 0,5 mL por tubo de 

ensaio. O perfil de eluição foi acompanhado pela absorbância em 280 nm, e os picos 

de absorbância foram submetidos à SDS-PAGE, sendo que os tubos nos quais foi 

detectada a exo-PG tiveram seu conteúdo dialisado para que fosse possível monitorar 

o processo de purificação.  

 

5.15. Caracterização da exo-PG pura 
 A caracterização da exo-PG pura foi feita utilizando o sobrenadante obtido da 

precipitação (saturação de 95 %) e dialisado, por apresentar pureza e rendimento sufi-

cientes. 

 

5.15.1. Caracterização da exo-PG pura frente às variações de pH e temperatura 

A caracterização da exo-PG pura se deu do mesmo modo que o descrito no tó-

pico 5.11. 

 

5.15.2. Caracterização da exo-PG pura quanto ao substrato ótimo de catálise 
 Por meio da determinação de açúcares redutores de Miller (1959) foi testada a 

preferência da exo-PG por quatro substratos diferentes: citrus pectin DE 26 e 92 %, 

apple pectin e citrus pectin Genu 8001 DE 30 %. O substrato para a reação foi tampão 

acetato de sódio 0,2 mol.L-1, pH 5,0 contendo, individualmente, 1 % dos diferentes 

substratos mencionados.  

 
5.16. Estudo cinético da exo-PG 
 Primeiramente foi analisado o tempo de linearidade na liberação do produto 

pela exo-PG para determinação da taxa de reação inicial Vo, por meio da quantifica-

ção de açúcares redutores pelo método de Miller (1959) em tempos de reação que 

variaram de 1 até 10 min. O tempo de linearidade na liberação do produto foi estimado 

em 4 min. e os demais ensaios da caracterização cinética e da termoinativação irre-

versível foram realizados neste tempo. 

 Os experimentos para análise da variação de Vo em função da concentração 

de substrato e estimativa dos parâmetros cinéticos (Km e Vmax) da exo-PG do extrato 
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bruto foram realizados utilizando como substrato pectina cítrica DE 26 % dissolvida em 

tampão acetato de sódio 0,2 mol.L-1, pH 4,0 em concentrações que variaram de 0,4 

até 8 mg/mL.  

 

5.17. Termodinâmica da termoinativação irreversível 
 A análise termodinâmica da exo-PG pura seguiu o proposto por Saquib et al. 

(2010, 2012), por meio da determinação de açúcares redutores pelo método de Miller 

(1959).  

 

5.17.1. Caracterização quanto à temperatura ótima, cálculo de Ea e Q10
 

 Os experimentos para determinação da temperatura ótima de atividade foram 

executados como descrito no item 5.11. Os resultados foram representados em um 

gráfico de Arrhenius: logaritmo natural (ln) da atividade em U/mL vs 1000/T na qual T 

corresponde à temperatura absoluta em Kelvin. Realizamos um ajuste linear para ob-

ter o valor do inclinação da porção descendente.  A energia de ativação (Ea) em 

kJ.mol-1 foi calculada a partir do gráfico acima descrito pela equação 2, na qual R cor-

responde à constante geral dos gases, 8,314 J. K-1.mol-1: 

𝐸𝑎 =  −(𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜. 𝑅)       equação 2 

 Por outro lado, o coeficiente de temperatura (Q10) foi calculado pela equação 3.  

𝑙𝑛𝑄10 =  
𝐸𝑎 .10

𝑅𝑇2         equação 3 

A temperatura ótima em graus Celsius foi calculada pela equação 4,  na qual 

“x” é o ponto de interseção das retas ascendente e descendente do gráfico de Arrhe-

nius. 

 

𝑇 ó𝑡𝑖𝑚𝑎 = (
1000

𝑥
) − 273       equação 4 

 

5.17.2. Parâmetros termodinâmicos da desnaturação térmica irreversível 
A enzima foi incubada a diferentes temperaturas (50, 60, 70 e 80 °C) por dife-

rentes períodos (10 até 150 min.). Depois de transcorrido o tempo, a amostra foi colo-

cada em banho de gelo e posteriormente mantida overnight a 4 °C para que as estru-

turas secundária e terciária se estabilizassem e que qualquer desdobramento reversí-

vel fosse refeito (SAQUIB et al., 2012). Os cálculos dos parâmetros foram realizados 

como descrito abaixo: 
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I. Determinação do kd 
 Para cálculo da constante de primeira ordem da taxa de desnaturação kd foi 

confeccionado um gráfico de ln atividade residual vs o tempo (min.) para cada tempe-

ratura de incubação. Realizou-se o ajuste linear de cada curva para cálculo do valor da 

inclinação, simbolizado por kd (min.-1). 

 

II. Tempo de meia-vida  T½ (min.) 
 O tempo de meia-vida foi estimado conforme descrito na equação 5 

𝑇 ½ = ln
2

kd
=

0,693

kd
        equação 5 

 

III. Energia de ativação da desnaturação térmica  Ea(d) (kJ.mol−1) 

 Foi construído um gráfico de ln kd vs. 1000/T, sendo a Ea(d) calculada pela 
equação 6: 

𝐸𝑎 (𝑑) =  −(𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜. 𝑅)     equação 6 

IV. Entalpia de ativação da desnaturação térmica  ΔHD* (kJ.mol−1) 

 A entalpia de ativação da desnaturação térmica foi estimada pela equação 7: 

ΔHD
∗ = Ea(d) −  RT     equação 7 

V. Energia livre de Gibbs de ativação da desnaturação térmica ΔGD* (kJ.mol−1) 

 A energia livre de ativação da desnaturação térmica irreversível foi estimada 
pela equação abaixo, na qual Kb é aconstante de Boltzmann (1,38 × 10−23 J.K−1) e h a 
constante de Planck (6,63 × 10−34 J.s):  

ΔGD
∗ =  −RT x ln 

(kd x h)

(kb x T)
     equação 8 

 

VI. Entropia de ativação da desnaturação térmica ΔSD* (J.mol−1.K−1) 

 A entropia de ativação da desnaturação térmica foi estimada pela equação 9: 

ΔSD
∗ =

(ΔHD
∗ − ΔGD

∗ )

T
     equação 9 
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5.18. Sequenciamento parcial da exo-poligalacturonase purificada por espectro-
metria de massa 

As amostras obtidas da HIC foram preparadas e aplicadas em gel de SDS-

PAGE 10 %, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. A banda foi cortada 

utilizando uma navalha nova, colocada em tubo falcon e enviada para o Laboratório 

Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), em Campinas (SP), para as 

análises de espectrometria de massas, em colaboração com o Dr. André Ricardo de 

Lima Damásio. No CTBE, as amostras foram descoradas, reduzidas com DTT e alqui-

ladas com iodoacetamida antes da clivagem com tripsina.  

Utilizando os dados de MS e MS/MS e o Mascot, um site de banco de dados 

para a interpretação dos espectros de massa, as amostras foram identificadas, com os 

parâmetros de tolerância da massa dos peptídeos de +/- 0,02 Da e de tolerância da 

massa do fragmento de +/- 0,5 Da. O instrumento usado foi MALDI-TOF-TOF. 

 

5.19. Identificação dos produtos da hidrólise por eletroforese capilar 
 Os oligossacarídeos liberados pela ação enzimática da exo-PG foram derivati-

zados com ácido 1,3,6-trisulfônico 8-aminopireno (APTS) por aminação redutiva. As 

reações enzimáticas ocorreram por até 12 h e utilizaram como substrato o ácido poli-

galacturônico. A eletroforese capilar dos produtos gerados foi feita em P/ACE MQD 

(Beckman Coulter) com detecção de fluorescência induzida por laser, utilizando um 

capilar de sílica fundida (50 m de diâmetro) como coluna de separação. A emissão foi 

coletada através de um filtro na faixa de 520 nm. Esse experimento também foi reali-

zado em colaboração com o Prof. Dr. André Ricardo de Lima Damásio do CTBE, em 

Campinas, SP. 

 

5.20. Aplicação do extrato enzimático para a extração de sucos 
 Foi testada a eficiência do extrato bruto contendo Exo-PG na extração de su-

cos da polpa de maçã, uva e laranja. Para esta técnica foi utilizado o protocolo otimi-

zado de Santi (2005): as frutas foram selecionadas, lavadas e picadas (laranja e ma-

çã) ou esmagadas (uvas). As uvas esmagadas foram mantidas a 50 °C por 15 minutos 

e as maçãs picadas por 15 minutos em contato com ar, para a destruição de polife-

nóis. A cada preparo foi adicionado extrato bruto enzimático contendo 5 U/g de polpa. 

Os preparos foram diluídos em tampão acetato 20 mmol.L-1, pH 5,0 até um volume 

que cobria a mistura de fruta + extrato enzimático. Ao controle foi adicionado apenas 

tampão. O conteúdo será incubado por 5 h a 37 °C sob agitação. 
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 A obtenção do suco ocorrerá de modo diferente ao mencionado por Santi 

(2005): o material foi prensado e filtrado em náilon. Foi medido o conteúdo líquido ob-

tido e a turbidez foi analisada visualmente.  

 

5.21. Hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar 
 Os testes de hidrólise foram realizados com a pectinase presente no extrato 

bruto e a forma pura, com o objetivo de otimizar a hidrólise enzimática do bagaço de 

cana-de-açúcar e portanto, a pectinase em questão foi usada como uma enzima com-

plementar na sacarificação realizada pelas celulases. As celulases foram fornecidas 

pelo colega de laboratório Marcello Bertoldi, tendo sido obtidas de Cultivo Submerso 

do fungo termofílico Mycelyophthora heterothallica.  

 A hidrólise enzimática ocorreu por 72 h a 50 °C sob agitação. A mistura de rea-

ção consistiu de: 0,3 g de bagaço lavado e triturado, 0,02 % de azida sódica (antimi-

crobiano), 60 unidades de celulases e 60 unidades de enzima pectinase (do extrato 

bruto e/ou pura, sendo o volume final completado para 20 mL com tampão acetato 0,1 

mol.L-1 pH 5,0.  

A determinação de açúcares redutores totais se deu pelo método proposto por 

Nelson (1944). Os monossacarídeos xilose e glicose foram quantificados por cromato-

grafia de íons DIONEX executada no Laboratório Bioquímica e Microbiologia Aplicada  

da UNESP de São José do Rio Preto em colaboração com a Profa. Dra. Eleni Gomes 

e sua equipe. Também foi feito um controle no qual a amostra foi trocada por tampão e 

o mesmo não apresentou ART. 

 

5.22. Determinação da composição de material lignocelulósico (lignina solúvel e 
insolúvel, celulose e hemicelulose) do bagaço de cana. 

Foram feitas duas réplicas para a determinação da composição do material lig-

nocelulósico (lignina solúvel e insolúvel, celulose e hemicelulose) do bagaço de cana, 

sendo que para cada amostra foi recortado, identificado e pesado um papel filtro e 

deixado na estufa por 24 h. Também foram pesadas e identificadas placas de Petri, 

sendo que em cada placa, já identificada, pesamos 0,4 g de bagaço. Após isso, cada 

placa com o bagaço foi posta em estufa a 60 °C por 24 h até atingir peso constante 

(peso seco). Na sequência pesou-se 0,3 g desse bagaço seco e foi preparada solução 

de ácido sulfúrico a 72 %. O bagaço e o ácido foram colocados juntos em dois tubos 

de hidrólise (cada tubo contendo 3 mL de ácido e 0,3 g de bagaço) e colocados no 

banho de hidrólise com agitação de 150 rpm a 30 °C por 30 minutos. 
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Após o banho o conteúdo de cada tubo foi transferido para Erlenmeyers de 250 

mL e adicionou-se 84 mL de água destilada. Todos os Erlenmeyers foram autoclava-

dos por 1 hora a 121 °C. Seu conteúdo foi filtrado a vácuo (filtro com poros de 14 µm), 

sendo o filtrado coletado para análise em espectrofotômetro a 240 nm. O papel filtro e 

o bagaço retidos foram retirados e colocados em cadinhos pré-identificados e pesados 

(antes e após serem colocados em mufla por 1 hora a 500 °C). Cada cadinho foi colo-

cado na estufa a 105 °C por 12 h até atingir peso constante. Após pesado o cadinho 

retirado da estufa com o papel filtro e o bagaço seco, foram colocados na mufla por 4 

h a 500°C e ao final do processo foram pesados novamente.    

 

5.23. Determinação da composição de material lignocelulósico (celulose e hemi-
celulose) 
 Para determinação da celulose e hemicelulose do material lignocelulósico foi 

utilizada a fração líquida usada na quantificação da lignina insolúvel e as amostras 

obtidas na hidrolise do bagaço da cana-de-açúcar . As amostras foram analisadas em 

cromatografia de íons (DIONEX) no Laboratório acima citado. Para tal, essas foram 

diluídas em tampão acetato 0,1 M e pH 5,0 para diminuir a acidez das amostras  já 

que fora utilizado ácido sulfúrico 72 % na preparação das mesmas. Para a quantifica-

ção da celulose e hemicelulose foi feita uma reta de calibração de glicose e xilose. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.1. Curva de produção de exo-PG e análises eletroforéticas do extrato bruto 

A formação de produto pela exo-PG foi linear até um tempo de reação de qua-

tro minutos, sendo o tempo utilizado para a incubação. A curva de produção mostra 

que o pico de produção da enzima estudada se deu com 96 horas de fermentação 

(figura 7). Pelas análises eletroforéticas por zimograma (figura 8) observa-se a pre-

sença de apenas uma isoforma de exo-PG. Vale ressaltar que as bandas correspon-

dentes à exo-PG das figuras 7a e 7b encontram-se em posições distintas uma vez que 

o zimograma foi feito  pela equipe da USP/Ribeirão Preto, utilizando um sistema de 

eletroforese com dimensões e concentração de poliacrilamida diferentes, por isso ob-

serva-se uma diferença na migração.  

 O zimograma se mostrou uma técnica com baixa reprodutibilidade e após se-

rem testados vários protocolos, decidiu-se não dar continuidade a esta técnica. O úni-

co zimograma bem sucedido se encontra representado na figura 8b. 

 
Figura 7. Curva de produção de exo-PG do fungo Rhizomucor pusillus (três réplicas). Cada ponto repre-
senta a média de produção e a linha vertical o desvio padrão para cada tempo de fermentação. 
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Figura 8. Em (a) Gel SDS-PAGE (gel de corrida 8% e gel de empilhamento 5%): 1 (Perfil dos marcadores 
de massa molecular – valores em kDa), 2 (Perfil da soroalbumina bovina), 3 (Perfil do extrato bruto), * 
(banda corresponde a exo-PG). Em (b) Gel PAGE (gel de corrida 8% e gel de empilhamento 5%): 1 (perfil 
do extrato bruto), (*) banda correspondente à exo-PG. 
 
 

 
 
 
6.2. Estimativa da massa molecular da exo-PG 
 Para a estimativa da massa molecular da possível exo-PG em condições des-

naturantes, foi feito um ajuste (figura 9) com base nos resultados obtidos com a técni-

ca SDS-PAGE, ilustrada na figura 8a. Por meio de regressão linear foi calculada a 

equação da reta ilustrada na figura 8: y = 1,99 – 0,809x, onde y corresponde à migra-

ção relativa da possível banda da pectinase no gel e x ao log massa molecular desta 

proteína. Uma vez que a possível banda da pectinase teve migração relativa de 0,63 

no gel, a massa molecular desta é estimada em aproximadamente 47 kDa.  

 A massa molecular da conformação nativa também foi estimada, porém por 

cromatografia de filtração em gel em Sephadex G-75 como sendo de aproximadamen-

te 43,5 kDa por meio da reta do logaritmo da massa molecular dos marcadores de 

massa molecular  vs. o coeficiente de partição dos mesmos (figura 10). As estimativas 

por ambos os métodos são concordantes dentro da margem de erro. 

 

 

 

 
  



 

33 

 

Figura 9. Gráfico de Fischer (DENNISON, 2002) da migração relativa (RF) dos marcadores de massa  
molecular no gel de poliacrilamida da figura 8 vs. o logaritmo da massa molecular desses marcadores.  
 
 
 

 
 
 
 
Figura 10. Gráfico de Fischer do coeficiente de distribuição Kd obtido por cromatografia de filtração em gel 
em Sephadex G-75 versus o logaritmo da massa molecular dos marcadores de massa molecular. O qua-
drado cinza representa o ponto correspondente à pectinase de R. pusillus.  
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6.3. Efeito de cátions na atividade da exo-PG parcialmente purificada 

Com a filtração em gel em resina Sephadex G-50 foi possível remover grande 

parte dos contaminantes (figura 11), além dos íons presentes na solução nutriente 

usada durante o CSm, dos quais alguns mostraram-se potentes inibidores da exo-PG, 

como é o caso do Fe+3, Mn+2, Mg+2 (tabela 4). Deste modo foi possível observar o efei-

to de diferentes cátions na atividade da exo-PG sem a interferência de demais 

íons/contaminantes.  

 O cátion Na+ não influenciou significativamente na atividade da exo-PG; alguns 

cátions como Mg+2, Fe+3, Ba+2 e Mn+2 mostraram-se potentes inibidores da enzima em 

estudo; já outros cátions como Al+3 e Ca+2 mostraram-se ativadores da exo-PG, mere-

cendo destaque o efeito do Ca+2 que atua como cofator da exo-PG, aumentando sua 

atividade em 70 %. Gomes et al. (2009) já haviam relatado um aumento de 10-30 % 

na atividade da exo-PG de Penicillium viridicatum na presença de Ca+2. Todos estes 

dados estão representados na tabela 4. A exo-PG de Aspergillus sojae (DOGAN; TA-

RI, 2008) não foi afetada pelo cálcio, e sim pelo zinco, que produziu um acréscimo de 

apenas 12 % da atividade. 

 Deste modo as análises de rendimento do processo de purificação e a posterior 

caracterização da enzima já pura foram realizados com adição de CaCl2 10 mM na 

mistura de reação, a fim de fornecer à enzima o cofator e condições ideais para a ca-

tálise. 

 
Figura 11. Perfil de eluição da filtração em gel do extrato enzimático de R. pusillus aplicado a uma coluna GE XK-
16/100 com Sephadex G-50. Valores de absorbância em 280 nm (linha preta) e valores de absorbância em 540 nm 
após a quantificação de açúcares redutores (linha azul). 
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Tabela 3. Efeito de cátions (concentração final de 10 mmol.L-1) sobre a atividade relativa (%) da exo-PG parcialmente 

purificada. Os asteriscos assinalam diferenças significativas entre as médias pelo teste t de Student (p<0,05). 

Íons 10 mM Média (%)  
Desvio pa-
drão (%) 

Controle 100,0 ± 0,8 
NaCl 95,2 ± 8,0 
MgCl

2
 34,1* ± 3,5 

AlCl
3
 125,4* ± 7,8 

KCl 96,2* ± 0,7 
FeCl

3
 0,0*  - 

CaCl
2
 170,3* ± 0,8 

BaCl
2
 24,5* ± 6,5 

MnCl
2
 0,0*  - 

 
 
 
 
 
6.4. Purificação da exo-PG 

Empregou-se uma faixa de saturação de 85 – 95 % de sulfato de amônio, sen-

do que com a saturação de 95 % de sulfato de amônio (NH4)2SO4 foi possível obter a 

exo-PG praticamente livre de contaminantes, como podemos observar nas análises 

eletroforéticas da figura 12. Sais cosmotrópicos, como o empregado na precipitação, 

aumentam a entropia do sistema, uma vez que sequestram as moléculas de água que 

formavam os clatratos possibilitando a interação entre grupos hidrofóbicos, o que leva 

à precipitação da proteína (DENNISON, 2002) 

No entanto, ao contrário do que era esperado, a proteína de estudo não foi 

precipitada na presença de 95 % de sulfato de amônio, podendo ser encontrada prati-

camente livre de contaminantes no sobrenadante. Isso provavelmente se deu pela 

ausência ou ocorrência pequena de resíduos hidrofóbicos na superfície de termozi-

mas, os quais geralmente se encontram no interior destas biomoléculas (PACK ;YOO, 

2005), ou por interferência de oligossacarídeos ligados à enzima. Assim, devido à bai-

xa interação entre resíduos hidrofóbicos a exo-PG em estudo não precipitou, o que 

proporcionou o seu isolamento no sobrenadante.  

A técnica empregada possibilitou a purificação da enzima por meio de apenas 

uma técnica rápida e que garante um resultado com alto rendimento (tabela 5), além 

de possuir um baixo custo operacional, mostrando-se deste modo altamente viável 
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para a purificação da enzima. O grau de pureza e de rendimento do sobrenadante 

obtido com uma saturação de 95 % de sal foram considerados suficientes para dar 

continuidade aos estudos de caracterização bioquímica, cinética e termodinâmica. 

Para a identificação da composição da exo-PG por MALDI-TOF foi necessário 

um grau de pureza maior, o que foi obtido por meio da cromatografia de interação hi-

drofóbica (figura 12d), na qual a proteína foi eluída entre os volumes 33,6 e 34,6 mL 

(figura 13). O monitoramento do processo de purificação está descrito na tabela 5.  
 
Figura 12. Géis de poliacrilamida na presença de SDS SDS-PAGE (gel de corrida 10% e gel de empilha-
mento 5%), em (a) 85 % de sulfato de amônio, (b) 90 % de sulfato de amônio e (c) 95 % de sulfato de 
amônio: 1 (Perfil dos marcadores de massa molecular – valores em kDa), 2 (Perfil do sobrenadante da 
precipitação com (NH4)2SO4), 4 (Perfil do pellet da precipitação com (NH4)2SO4), * (banda corresponde a 
exo-PG). Em (d) resultado da HIC: 1 (Perfil dos marcadores de massa molecular – valores em kDa), 2 ( 
perfil do resultado da HIC), * (banda corresponde a exo-PG). 
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 Figura 13. Perfil de eluição da cromatografia de interação hidrofóbica (HIC). O asterisco indica o volume 
de eluição da enzima. 
 

 
 
  
Tabela 4. Tabela de purificação. Para o cálculo do rendimento considerou-se a condição inicial (extrato 
bruto) com rendimento 100 %. Para o cálculo do fator de purificação considerou-se a condição inicial 
(extrato bruto) com fator de purificação 1. A condição salting-out se refere ao sobrenadante obtido com 
uma saturação de 95 % de sal.  
 

Condição 
Volume 

(mL) 
U total mg total 

Rendimento 
(%) 

Atividade 
específica 

(U/mg) 

Fator de 
purificação 

Extrato 
bruto 

10 170 1,1 100 149 1 

Salting-out  40,8 124,2 0,5 73,5 223,4 1,4 

HIC 15 25,2 0,15 14,9 171 1,2 
 
 
6.5. Caracterização bioquímica da exo-PG 
 O pH ótimo da exo-PG foi de 4,5 (para a enzima presente no extrato bruto) e 

de 4,0 (para a enzima pura) (figura 14a). Já a temperatura ótima foi de 60 °C para a 

exo-PG do extrato bruto e pura (figura 15a), valor este compatível para termozimas, na 

faixa de 60 a 80 °C (VIEILLE ; ZEIKUS, 2001). 

Na figura 14b notamos que a exo-PG do extrato bruto possui estabilidade em 

valores de pH que variam de 8 a 9,5, valores estes não encontrados para a exo-PG 

pura, que se mantém estável em pHs que variam de 3,5 a 6,5, faixa em que se encon-

tra o seu pH ótimo. É possível que proteases presentes no extrato bruto possuam ati-

vidade em pHs mais ácidos, o que levaria à proteólise da exo-PG do extrato bruto, que 
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passa a apresentar atividade significativa em pHs mais altos (8 a 9,5), os quais não 

seriam as condições ideais das proteases. No entanto, após a purificação as protea-

ses, juntamente com os demais contaminantes, teriam sido removidas e a exo-PG 

mostrou estabilidade em pHs que variam de 3,5 a 6,5.  

A termozima em estudo se manteve estável incubada por 1 hora na ausência 

de substrato até 60 °C, mantendo consideravelmente sua atividade residual (figura 

15b). A mesma figura nos mostra ainda uma característica interessante acerca das 

enzimas termofílicas, como a exo-PG: um acréscimo da temperatura leva a um au-

mento considerável da atividade residual da enzima até a temperatura de máxima es-

tabilidade (60 °C), após a qual  a enzima é desnaturada. 

Segundo Shiraki et al. (2001) a alta rigidez das enzimas termofílicas decorren-

tes da estabilidade de enovelamento requer uma alta temperatura de atividade (em 

geral, maior que 40 °C) para promover uma movimentação térmica e o aumento da 

flexibilidade estrutural que é essencial para a catálise. 

A exo-PG pura também mostrou alta afinidade por substratos com baixa meto-

xilação (figura 16), como pectina cítrica DE 26 % já que as poligalacturonases hidroli-

sam as ligações α (1 4) entre dois resíduos de ácido galacturônico não metilados 

(PEDROLLI et al., 2009).   

 
Figura 14. Caracterização bioquímica da exo-PG do extrato bruto ( ) e pura ( ): (a) Variação da ativida-
de da exo-PG em diferentes valores de pH; (b) Atividade residual da exo-PG quando incubada a diferen-
tes pHs por 24 horas a temperatura ambiente, na ausência de substrato - para o cálculo da atividade 
residual usou-se como parâmetro uma amostra controle preparada pela mistura (1:1) da solução enzimá-
tica em água, incubada a temperatura ambiente por 24hs na ausência de substrato (controle = 100%); 
Nos gráfico são representados as médias (pontos) e desvios padrões (barras). 
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Figura 15. Caracterização bioquímica da exo-PG do extrato bruto ( ) e pura ( ): (a) Variação da ativida-
de da exo-PG em diferentes valores de temperatura; (b) Atividade residual da exo-PG quando incubada a 
diferentes temperaturas por 1 hora, na ausência de substrato - para o cálculo da atividade residual usou-
se como parâmetro uma amostra controle que não foi incubada a diferentes temperaturas (controle = 
100%). Nos gráfico são representados as médias (pontos) e desvios padrões (barras). 

 
 
 
Figura 16. Preferência da exo-PG pura por quatro diferentes substratos: (A) pectina cítrica DE 26 e (B) 92 
%; (C) pectina de maçã; (D) pectina cítrica Genu 8001 DE 30 %. As barras representam a média de ativi-
dade enzimática e as barras os desvios padrão. 
 

 
 
 



 

40 

 

 
 
 
6.6. Estudo cinético da exo-PG 
 A figura 17 representa a variação da atividade enzimática em diferentes con-

centrações de substrato, por meio da dispersão dos valores obtidos com as réplicas. O 

perfil obtido foi diferente do esperado e devido à escassez de dados na literatura não 

foi possível compará-lo. Acreditamos que isso se deve ao substrato utilizado ser um 

polímero complexo e não um substrato sintético, sendo estes últimos os ideais para as 

análises cinéticas. Em nossa opinião a alternativa de se tratar de uma enzima alostéri-

ca devido ao formato da curva não faz sentido, pois uma enzima monomérica não exi-

biria cooperatividade. Assim sendo, a constante de Michaelis-Menten (Km) e a veloci-

dade máxima não foram estimadas. 

  
Figura 17. Gráfico de Michaelis-Menten para a exo-PG pura de R. pusillus 

 
 

6.7. Termodinâmica da termoinativação irreversível 
 Por meio da curva de Arrhenius representada na figura 18 foi possível estimar 

a temperatura ótima e a energia de ativação da exo-PG (Ea). O coeficiente de tempe-

ratura (Q10), que representa o aumento da velocidade a cada 10 graus de elevação da 
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temperatura também foi estimada em diferentes temperaturas. Os parâmetros menci-

onados se encontram na tabela 5.  

 

 
Tabela 5. Energia de ativação (Ea), temperatura ótima e coeficiente de temperatura (Q10) estimados com base na 
figura 18.  
 

Parâmetro  

Ea (kJ.mol-1) 15,1 ± 3,8 

Q10 
1,57 (50 °C); 1,53 (60 °C); 

1,50 (70 °C); 1,46 (80 °C) 

Temperatura ótima (°C) 61,1 
 

A baixa energia de ativação da enzima (15,1 kJ.mol-1) indica que a exo-PG de-

ve superar uma pequena barreira energética para hidrolisar o substrato, um valor infe-

rior aos reportados por Saquib et al. (2010) para duas endoglicanases de Aspergillus 

fumigatus, e o valor do coeficiente de temperatura Q10 a 50 oC também é intermediário 

em relação aos determinados para essas enzimas (1,80 e1,46) nas mesmas condi-

ções. Os valores de Q10 mostram uma diminuição progressiva conforme se eleva a 

temperatura, reflexo da desnaturação térmica. 
 
Figura 18. Gráfico de Arrhenius para o cálculo da energia de ativação (Ea) e temperatura ótima da exo-
PG pura. No gráfico são representados as médias (pontos) e desvios padrões (linhas verticais). 
 

 
 



 

42 

 

A figura 19 mostra o efeito do tempo de incubação em diferentes temperaturas 

(de 50 a 80 °C) na atividade da exo-PG. Os demais parâmetros termodinâmicos en-

contram-se descritos na tabela 6. Na comparação com resultados disponíveis na litera-

tura observa-se que o tempo de meia-vida foi muito maior do que o descrito para a 

exo-PG de Thermomucor indicae-seudaticae (MARTIN, 2010), que foi de 161,2 min e 

58,3 min a 55 °C para cultivo submerso e sólido, repectivamente e também superior à 

relatada para a exo-PG de Aspergillus sojae (DOGAN ; TARI, 2008) a 80 oC (19,8 

min.), indicando uma alta termoestabilidade da exo-PG em estudo. A mesma observa-

ção é válida para a endoglicanase de A. fumigatus obtida por cultivos diferentes (Sa-

quib et al., 2010), com 224 e 330 minutos a 50 oC. Bhatti et al. (2013) reportaram uma 

meia-vida de 87 min. para beta-glicosidase de Fusarium solani a 70 oC, menor do que 

o valor obtido neste trabalho para a mesma temperatura. 

 
 
 
Figura 19. Gráfico de primeira ordem do efeito da temperatura na atividade da exo-PG: 50 °C ( ); 60 °C 
( ); 70 °C ( ) e 80 °C ( ). No gráfico são representados as médias (pontos) e desvios padrões (li-
nhas verticais). 
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Figura 20. Gráfico de Arrhenius de primeira ordem para o cálculo da energia de ativação da desnaturação 
térmica (Ea(d)) da exo-PG pura.  

 
 
 
Tabela 6. Parâmetros cinéticos e termodinâmicos da termoinativação irreversível.  
 
Temperatura 

(°C) 
Temperatura 

(K) 
kd (min.-1) T ½ 

(min.) 
ΔHd 

(kJ.mol-1) 
ΔGd 

(kJ.mol-1) 
ΔSd 

(J.mol.K-1) 

50 323 0,0003 2310,0 124,7 

 

47,8 

 

238,2 

 

60 333 0,0041 169,0 124,6 

 

49,3 

 

226,1 

 

70 343 0,0072 96,3 
 

 

124,5 

 

50,9 

 

214,7 

 

80 353 0,0213 32,5 124,4 

 

52,4 

 

203,9 
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 A energia de ativação da desnaturação térmica (Ea(d)) calculada através da figu-

ra 20 (125,5 kJ.mol-1) representa a barreira energética necessária para levar a enzima 

ao estado desnaturado irreversível no equilíbrio N↔D entre os estados nativo e desna-

turado, respectivamente. Saquib et al. (2010) reportaram valores de 154.7 e 114.3 

kJ.mol-1 para endoglicanase de A. fumigatus obtida por cultivo em estado sólido e 

submerso, respectivamente, enquanto Dogan e Tari reportaram um valor mais elevado 

de 286,2 kJ.mol-1 para a exo-PG de Aspergillus sojae. 

Os valores de ΔHd são intermediários em relação aos relatados por Saquib et 

al. (2010) porém inferiores aos 357 kJ.mol-1 para endoglicanase de Aspergillus orizae 

(JAVED et al., 2009). A variação positiva da entropia de desnaturação foi acima de 

200 J.mol-1.K-1, inferior a resultados de Saquib et al. (2012) para endoglicanase de A. 

fumigatus, na faixa de 400 J.mol-1.K-1 e muito diferentes dos valores obtidos por Siddi-

qui et al. (1997), situados entre – 200 e -210 J.mol-1.K-1 e por Batthi (2013) para uma -

glicosidase de Fusarium solani, com valores ao redor de -170 J.mol-1.K-1. Em geral a 

variação da entropia é positiva devido a um aumento na desordem, enquanto baixos 

valores de Sd sugerem a exposição de cadeias laterais apolares, causando ordena-

mento das moléculas de água na forma de clatratos ou “gaiolas” (SIDDIQUI et al., 

1997).  

Em relação à energia livre de Gibbs (ΔGd), pequenos valores desse parâmetro 

indicam que o processo, neste caso de desnaturação térmica, ocorrem favoravelmente 

enquanto que valores altos de ΔGd, como os encontrados para a exo-PG, mostram 

uma resistência à desnaturação térmica, e situam-se próximos aos relatados por  Sa-

quib et al. (2010). 

 

6.8. Identificação de produtos da hidrólise por eletroforese capilar 

 A eletroforese capilar dos produtos da hidrólise da exo-PG mostrou um padrão 

de ação “exo”, nas extremidades da cadeia do substrato, uma vez que foi detectada a 

liberação de monogalacturonídeos (figura 21). 
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Figura 21. Perfil da eletroforese capilar dos produtos da hidrólise da exo-PG. No gráfico são representa-
das quatro condições: Exo-PG+DA; Exo-PG+ácido poligalacturônico; APTS+DA (padrão) e MA (padrão). 
APTS (ácido 1,3,6-trisulfônico 8-aminopireno); DA (ácido digalacturônico) e MA (ácido monogalacturôni-
co). 
 

 
 
 
 
 
6.9. Análise da exo-PG por espectrometria de massa 

A análise da sequência da PG purificada foi realizada por espectrometria de 

massa, do tipo MALDI-TOF e os fragmentos foram comparados com um banco de 

dados, sendo obtida uma identidade de 30 % com a PG do fungo Aspergillus fumi-

gatus. Os resíduos idênticos estão escritos em vermelho na sequência a seguir, per-

tencente a A. fumigatus. A massa molecular da enzima de A. fumigatus é de 38,5 kDa, 

um pouco abaixo das estimativas feitas por filtração em gel e eletroforese desnaturan-

te para a exo-PG deste trabalho. Pode-se verificar na sequência mencionada um alta 

quantidade de cisteína e prolina, aminoácidos hidrofóbicos, sugerindo um efeito hidro-

fóbico.  
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Figura 22. Resultados do sequenciamento da exo-poligalacturonase de R. pusillus por espectrometria de 

massa. Os resíduos em vermelho correspondem àqueles idênticos com a exo-PG de Aspergillus fumi-

gatus. 

 
 

 
6.10. Extração de sucos de frutas 
 Os resultados obtidos mostram claramente o aumento do rendimento da extra-

ção do suco em relação ao seu controle. Em cada experimento a presença da enzima 

na forma de extrato enzimático aumentou significativamente o rendimento da extração. 

Como pode-se observar na tabela 7 e figura 23, a aplicação do extrato enzimático bru-

to aumentou a extração de suco da polpa devido à degradação da pectina da parede 

celular vegetal, sendo observado um aumento no volume de suco obtido, sobretudo 

com a polpa de maçã e uva. Além disso, a aplicação de extrato enzimático reduziu a 

turbidez do suco das polpas de maçã e uva. É importante salientar ainda que aplica-

ção de extrato enzimático à polpa de uva também aumentou a extração de pigmentos 

da uva, melhorando as qualidades cromáticas do suco obtido e assim, é de importante 

aplicação sobretudo na indústria vinícola.  
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Tabela 7. Volumes (em mL) obtidos durante a extração de suco da polpa de maçã, uva e laranja. Os 
asteriscos assinalam diferenças significativas entre as médias pelo teste t de Student (p<0,05) para con-
dição, comparando o teste com seu respectivo controle. 
 
Tratamento Volume médio  ± D.P. 

Controle (maçã) 12,2 ± 0,9 

Controle (uva) 9,5 ± 0,2 

Controle (laranja) 15,2 ± 1,2 

Maça + extrato enzimático 18,7* ± 1,7 

Uva + extrato enzimático 16,0* ± 0,6 

Laranja + extrato enzimático 18,0* ± 0,6 

 

 
Figura 23. Análise visual do volume e turbidez após a extração de suco das polpas de maçã, uva e laran-
ja. O experimento foi realizado em triplicata, porém aqui estão registrados uma réplica para cada polpa. 
Em: A= tratamento (polpa+extrato enzimático) e B=controle. 
 

 
 
6.11. Determinação da composição química do bagaço e hidrólise enzimática do 
bagaço de cana-de-açúcar 
 Os valores encontrados na composição química do bagaço (tabela 8) seguem 

as proporções relatadas por Hamelink (2005), porém com uma quantidade de lignina 

menor, fato que pode ser explicado pelas diferentes condições de solo e tratamento no 

cultivo da cana-de-açucar utilizada para os experimentos. 

A quantidade de açúcares redutores totais (tabela 9) aumentou quando as celu-

lases são aplicadas juntamente com as pectinases do extrato bruto, porém o mesmo 
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efeito não foi observado quando as enzimas do complexo celulolítico foram aplicadas 

com a exo-PG pura. Isso se deve provavelmente à perda de cofatores da exo-PG du-

rante o processo de purificação e também devido à perda de outras pectinases, visto 

que as pectinases são um grupo heterogêneo de enzimas pectinolíticas que também 

atuam em sinergia e aplicação de uma enzima individual pode não ter o resultado es-

perado.  

 
Tabela 8. Composição química do bagaço de cana-de-açúcar usado nos experimentos. 

Composição química Média (%) ± DP (%) 

Lignina ácida insolúvel 17,4 0,8 

Lignina ácida solúvel 1,5 0,3 

Lignina sem extrativos 18,9 1,1 

Celulose 45,1 1,9 

Xilana (Hemicelulose) 23,4 0,8 

 
Tabela 9. Determinação de açúcares redutores totais (ART), celulose e xilose liberados com na hidrólise 
enzimática do bagaço de cana-de-açúcar. Controle (apenas celulase); Exo-PG do extrato (celulase + exo-
PG do extrato bruto) e Exo-PG pura (celulase + exo-PG pura). Em * não foi mensurado glicose e xilose 
pois não foi encontrado aumento em ART. 
 

 Média ART 
(mg/g bagaço) 

DP Média de glicose 
(mg/g bagaço) 

DP Média de xilose 
(mg/g bagaço) 

DP 

Controle 100,2 12,9 37,3 1,4 6,2 0,6 

Exo-PG 
do extrato 

132,3 8,5 45 6,6 13,4 2,2 

Exo-PG 
pura 

98,7 13,1 * * * * 
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7. CONCLUSÕES 

A exo-PG pelo fungo Rhizomucor pusillus foi obtida em CSm em 96 h e purifi-

cada em um único passo de forma eficiente. A enzima mostrou ativação por Cálcio, 

estrutura monomérica, e em especial a forma purificada tem elevada estabilidade em 

relação à temperatura e em uma ampla faixa de pH, o que a torna atraente para testes 

de aplicação na extração de sucos de frutas e na sacarificação de materiais ligno-

celulósicos que serão executados em próximos projetos. Os testes de aplicação das 

enzimas do extrato bruto mostraram um aumento da extração de suco e um auxílio no 

processo de hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar, sendo que este não foi observado 

com a enzima pura. 
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