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Resumo

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de café, com mais de 50 milhdes de
sacas de café produzidas anualmente, apos o beneficiamento do café ha geracdo de
residuos (casca, polpa, mucilagem) na mesma propor¢ao, chegando até 50% da producao
total. Neste trabalho foi pesquisado o potencial de producédo da enzima pectinase pelo
Paecilomyces formosus em residuos de casca de café robusta e a caracterizacdo desta
enzima. Em estudo anterior foi constatado que as melhores condicbes de cultivo sdo em
20°C, 87 rpm, pH 4,0, sem suplementacdo. Foi realizado um screening enzimatico,
revelando que o pico de producdo de pectinase se da ao sétimo dia. A amostra foi
concentrada (1,54Ul/mL) e foi realizada uma comparacao entre a por¢cédo concentrada e o
extrato bruto (0,43Ul/mL). As melhores condi¢cBes bioquimicas da pectinase para o pH se
deram em faixas &cidas (pH 4-5) e basicas (pH 9-10), a melhor temperatura 60°C, foi
ativado pelos compostos fendlicos acido transferdlico e acido tanico, ions de Mn?*, Ca’* e
pelo EDTA. A pectinase se mostrou estavel quanto a termoestabilidade até o periodo de 72
horas nas temperaturas de 30, 60 e 80°C no extrato bruto e também na fracdo concentrada
em 30 e 60°C. O teste de hidrolise demonstrou capacidade degradacdo do substrato
lignocelul6sico pela pectinase, se mantendo até o periodo final de 24 horas do teste, sendo
gue ndo houve nenhuma atividade pectinolitica quando ao teste utilizando a casca de café
pré-tratada. Os resultados do presente trabalho demonstraram o potencial de producao de
pectinase pelo Paecilomyces formosus, sendo caracterizada, contribuindo com novas

informacdes dentro do cenario biotecnoldgico, se fazendo necessario mais pesquisas.

Palavras chave: Paecilomyces formosus, pectinase, caracterizacdo, enzimas.



Abstract

Brazil stands out as the world's largest coffee producer, more than 50 million bags of coffee
are produced annually, after coffee processing there is waste generation (husk, pulp,
mucilage) in the same proportion, reaching up to 50% of total production. In this work, the
potential for pectinase enzyme production by Paecilomyces formosus in Robusta coffee
husk residues and the characterization of this enzyme were investigated. In a previous
study, it was found that the best cultivation conditions are at 20°C, 87 rpm, pH 4.0, without
supplementation. An enzymatic screening was carried out, revealing that the peak of
pectinase production occurs on the seventh day. The sample was concentrated (1.54Ul/mL)
and a comparison was made between the concentrated portion and the crude extract
(0.43UI/mL). The best biochemical conditions for pectinase for pH occurred in acid (pH 4-5)
and basic (pH 9-10) ranges, the best temperature was 60°C, it was activated by the phenolic
compounds transferulic acid and tannic acid, Mn2+ and Ca2+ ions and EDTA. Pectinase
was stable in terms of thermostability for up to 72 hours at temperatures of 30, 60 and 80°C
in the crude extract and in the concentrated fraction at 30 and 60°C. The hydrolysis test
demonstrated the ability to degrade the lignocellulosic substrate by pectinase, which was
maintained until the final 24-hour period of the test, and there was no pectinolytic activity
when using pre-treated coffee husks. The results of the present work demonstrated the
potential of pectinase production by Paecilomyces formosus, being characterized,
contributing with new information within the biotechnological scenario, making further

research necessary.

Keywords: Paecilomyces formosus, pectinase, characterization, enzymes.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café. Na safra de 2022 foram
produzidos 50,92 milhdes de sacas de café beneficiadas de 60 kg, com area de producao
de 1,84 milhdes de hectares, em que 32,72 milhBes de sacas séo de café ardbica e 18,19
milhdes de sacas sdo de café robusta, com os estados de Minas Gerais, Espirito Santo,
Sao Paulo e Bahia sendo seus principais produtores (EMBRAPA, 2022; CONAB, 2023).

Os graos de café apoés a colheita podem ser processados de duas maneiras: via seca
ou via iumida. Na via seca o gréo é seco logo apos a colheita em sua forma integra em um
terreiro aberto ou com secador mecéanico, gerando como residuos, as cascas. Na via Umida
apos a colheita acontece a lavagem dos gréos, em tanques, que sdo separados de acordo
com o estagio de maturacao, passando por uma remocéo da casca. Logo apds, ocorre o
processo de fermentacdo em tanques por até dois dias para remocao da mucilagem,
resultando na obtenc&o de lotes de grdos mais homogéneos (DURAN et al., 2017).

Os cafeeiros utilizados atualmente para producéo no Brasil séo o café arabica e café
conilon ou robusta, pertencentes as espécies Coffea arabica e Coffea canephora
respectivamente. O café robusta em sua composi¢édo possui mais cafeina, menor acidez,
menor quantidade de acUcar, maiores quantidades de sélidos sollveis e maior resisténcia
a seca quando comparado ao café arabica, além de serem mais utilizados na producao de
café instantaneo (PEREIRA et al., 2020).

Anualmente na agroindustria brasileira de café (cultivo, colheita, processamento,
torrefacdo e consumo), ha a geracdo de aproximadamente 673,3 toneladas de residuos
(BERNI; MANDUCA, 2020). Os residuos agroindustriais, também chamados de biomassa
lignocelulolitica, provenientes da producao cafeeira possuem uma riqueza de compostos
como carboidratos, incluindo a celulose, hemicelulose e pectina, além de lignina e proteinas
entre outros compostos presentes na parede celular vegetal. Dessa forma, devido a
constituicdo lignocelulésica desses residuos agroindustriais estd surgindo um interesse
crescente no aproveitamento de residuos de diversos plantios para utilizacdo na industria
biotecnolégica (DURAN et al., 2017).

A parece celular vegetal possui a capacidade de resistir a ataques fisicos, quimicos
e enziméticos, também chamada de recalcitrancia. Em virtude dessa recalcitrancia presente
na biomassa, € necesséaria a utilizagdo de um pré-tratamento para fracionar seus
constituintes aumentando a area de contato e tornando-a mais acessivel a hidrélise quimica
ou enzimatica (ANDRADE, 2020; PEIXOTO, 2019).

Um dos tipos de pré-tratamento hidrotérmico que utiliza agua e presséao para se obter

um substrato sujeito a hidrdlise enzimatica € o de agua quente liquida (Liquid Hot Water).
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Este processo € eficiente no rompimento da rigida estrutura da biomassa lignocelulolitica,
resultando numa parte sdlida rica em celulose e uma parte liquida rica em acucares
derivados da hemicelulose. Por ndo fazer uso de reagentes quimicos, esse pré-tratamento
possui valor ambiental e econémico, sendo fortemente recomendado a sua utilizagdo no
setor de biorefinaria (PEIXOTO, 2019).

O uso de microrganismos produtores de enzimas capazes de converter 0os substratos
em bioprodutos, agrega valor econdmico, além de ajudar na questdo ambiental. As
pectinases sdo um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo de pectinas, sendo
principalmente utilizadas na industria alimenticia durante a produgdo de vinhos e sucos,
diminuindo a viscosidade, o tempo de extracao e filtracao da polpa da fruta, além de auxiliar
na despigmentacao e clarificacdo do suco. Na industria farmacéutica as pectinases podem
ser utilizadas para reducédo do nivel de colesterol no sangue e no tratamento de desordens
gastrointestinais (SANTI, 2014). Na industria cafeeira a pectinase € utilizada para acelerar
a fermentacéo do café, facilitando a remocao da mucilagem do grédo (UENOJO; PASTORE,
2007).

Ha uma grande diversidade de microrganismos capazes de produzir enzimas
pectinoliticas, como bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozodarios e nematoides.
Porém, pela sua grande producao e variedade de pectinases, os fungos filamentosos tem
preferéncia para utilizacdo em escala industrial (SANTI, 2014). Neste trabalho se p6e em
destaque a espécie Paecilomyces formosus, porém h& outros fungos com grande potencial
como Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani,
Rhizopus stolonifer, Trichoderma sp., Neurospora crassa, Penicillium sp. e Fusarium sp.
(TARAFDAR,2021; NISHA, 2016).

O fungo P. formosus, que pode ser isolado de diferentes substratos como
alimentos, plantas e solos, realiza a degradacéo de compostos lignocelulésicos através da
producédo de uma ampla gama de enzimas lignoceluloliticas, ndo produz micotoxina, é uma
fonte produtora de metabdlitos secundarios de valor agregado para a bioindustria e
biorrefinarias (LAGUNA, MARANTE, MIOSO, 2015). De acordo com o site da Food & Drug
Administration (FDA) (2023) a espécie Paecilomyces formosus n&o consta como

geralmente reconhecido como seguro (em inglés Generally Recognized As Safe — GRAS).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Café
O café globalmente é um dos principais alimentos comerciais agricolas no mundo

(PEREIRA et al, 2021; GAO et al, 2021; CASTRO et al, 2018). O Brasil se destaca como
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maior produtor e exportador mundial A exportacao brasileira nos primeiros 4 meses de 2023
foi de 11,2 milhdes de sacas de café de 60 kg, ja em 2022 foi de 39,8 milhdes de sacas de
60 kg (CECAFE,2023; OIC, 2023; CONAB, 2023).

A fruta de café maduro, demonstrada na figura 1, também denominada cereja,
consiste em uma camada externa, O pericarpo ou casca, que recobre a polpa ou
mesocarpo, internamente a polpa esta a mucilagem, substancia gelatinosa composta de
materiais pectinaceos, acucares, acidos organicos e agua, a proxima estrutura € o
endocarpo ou pergaminho, seguido de uma fina camada prateada que envolve o gréo, que
por sua vez é constituido por duas sementes, sendo a semente o produto de interesse na
producédo do café (HOSEINI et al., 2021; SANTOS et al., 2021; PIMENTA et al., 2018).

Polpa

Pelicula prateada

Grao
Pergaminho

Mucilagem
Sementes g

Casca

Figura 1: Estrutura esquematizada de um grdo de café. Fonte: https://www.cafesbernal.es/materia-prima-del-

cafe/

Para manutencéo da qualidade das sementes, prevenindo provaveis patégenos, é
realizada a extragdo das camadas da fruta do café, por se tratar de um processo industrial
de beneficiamento que pode ser feito pelos métodos seco e umido. A via seca é mais
tradicional, simples e barata em comparacdo com a via Umida, produzindo menor
guantidade de residuos sélidos e liquidos e consiste na secagem dos gréos de café logo
apos a colheita, ao sol ou mecanicamente em fornos, a secagem termina quando o teor de
umidade do gréo alcancar aproximadamente 13%, logo apds sado utilizadas maquinas de
descascamento para retirar as camadas externas do grdo, gerando residuos (casca) que

geralmente séo descartados, em seguida os graos séo torrados e ensacados. A via Umida
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precisa da utilizacdo de mais equipamentos e agua, tornando-se mais caro em comparacao
com a via seca. Neste processo apoés a colheita, se faz a imerséo das cerejas de café em
agua separando impurezas, cascas, frutos verdes e maduros. A seguir a casca e a polpa
sdo retiradas mecanicamente por um despolpador, posteriormente 0s grédos sao
armazenados em tanques de fermentacao de 12-48h para retirada da mucilagem, no qual
microrganismos produtores de enzimas irdo degradar a mucilagem aderida ao gréo de café,
seguidamente os graos sao retirados dos tanques de fermentacdo, lavados e secos
(HOSEINI et al., 2021; SANTOS et al., 2021; PIMENTA et al., 2018).

——

Casca
Viaseca —=  Polpa
Pergaminho

—

— Casca
Sélido Polpa
Via Mucilagem
Residuos _ |  semiimida
Gerados Liquido{ Agua de lavagem
o Casca
Solido — Polpa

Via Gmida —— | Mucilagem

Liquido— Agua de fermentag&o e lavagem

—

Figura 2: Esquematizacéo dos residuos gerados no processo de beneficiamento do café. Fonte: (DURAN et al.,
2017)

Durante a produc¢ao agroindustrial, a casca, polpa, mucilagem, pergaminho, gréos
imaturos e defeituosos se tornam residuos tanto pela via imida quanto pela via seca assim
como esta demonstrado na figura 2 (SANTOS,2021; DURAN et al., 2017). Na via seca, a
casca é o principal subproduto gerado, correspondendo a 45% do peso da cereja seca.
Segundo Hoseini e colaboradores (2021), cada tonelada de cereja de café fresca produz
0,12-0,18 toneladas de cascas de café com o método seco e 0,5 toneladas de polpa de
café com o método umido, estes residuos podem causar danos ao meio ambiente por
possuirem em sua composic¢ao fatores antinutricionais como taninos e cafeina, além disso,
caso os residuos agroindustriais sejam dispostos diretamente em efluentes sem tratamento
prévio, por sua alta concentracdo de matéria organica, pode prejudicar a vida aquética. Na
composicdo destes residuos agroindustriais ha alto teor de carboidratos, proteinas e
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minerais que sdo excelentes substratos para crescimento de fungos, bactérias e outros
microrganismos (HOSEINI et al., 2021; DUONG et al., 2020; SINGH; SHARMA, 2020;
KLINGEL et al., 2020).

Duran e colaboradores (2017) descreveram que na composi¢do do gréo o teor de
carboidratos sollveis é de 6 — 12,5 %, constituido por monossacarideos (frutose, glicose,
galactose, arabinose), oligossacarideos (sacarose, rafinose, estaquiose) e polissacarideos
(polimeros de galactose, manose e arabinose). As cascas do café sao residuos gerados
pela via seca, compostas pelo material lignoceluldsico, incluindo a celulose (24,5%),
hemicelulose (29,7%), lignina (23,7%) e pectina (1 — 3%). A polpa, gerada na via Umida,
possui em sua composi¢cao material lignocelulésico abrangendo a celulose (60,5-65,5%),
hemicelulose (1,3-3,3%), pectina (6,5%) e outros compostos como tanino (3%) e cafeina
(1,5%) (HOSEINI et al., 2021; SINGH; SHARMA, 2020; KLINGEL et al., 2020; HEJNA,
2021).

2.2 Parede celular vegetal

A parede celular vegetal € uma estrutura complexa e dindmica, associada aos
diversos processos do ciclo de vida das plantas. Funciona como uma barreira fisica contra
forcas bibticas e abioticas, protege a célula vegetal prevenindo a entrada de patégenos,
define o formato das células, regula a pressao hidrostatica interna, e é responsavel pela
morfogénese da planta como um todo (LESZCZUK et al., 2023; OELMULLER et al., 2023;
ZHANG et al., 2021; HOUSTON et al., 2016; VOINICIUC et al., 2018). E constituida por
microfibrilas de celulose (varias cadeias de celulose agrupadas lateralmente por ligacdes
de hidrogénio) envolvidas em uma rede de polissacarideos de hemicelulose, pectina,
lignina, proteinas e minerais. (LESZCZUK et al., 2023; GHARECHAHI et al., 2023;
VOINICIUC et al., 2018). A parede celular possui em média 15-40% de celulose, 30-40%
hemicelulose e aproximadamente 20% de lignina, podendo variar de acordo com a espécie,
estagio de crescimento e o tipo de tecido celular (GHARECHAHI et al., 2023).

A célula vegetal possui dois tipos de paredes celulares complexas ao seu redor, as
chamadas parede primaria e parede secundaria. A parede primaria é encontrada em células
jovens em crescimento, fornece flexibilidade e suporte para a estrutura interna da célula,
intervindo na relacdo célula-célula, em sua composicdo possui celulose, hemicelulose e
pectina. A parede secundaria € uma estrutura mais rigida, espessa e duravel, situada entre
a parede primaria e a membrana plasmatica, é depositava ap0s o crescimento da célula,
possui em sua composic¢ao celulose, hemicelulose, uma pequena quantidade de pectina e

um alto teor de lignina o que confere recalcitrancia do contetdo celular a processos
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guimicos e bioldgicos (HOUSTON et al., 2016; ZHANG et al., 2021; COSGROVE et al.,
2017; RAO et al., 2023).
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Figura 3: Representacdo das caracteristicas estruturais da parede celular vegetal priméaria. Fonte: COSGROVE et al.,
2017

2.2.1 Celulose

Celulose € um polimero de unidades de glicose unidas por ligagbes B-1,4. A
organizacdo da celulose na parede celular vegetal se da pelas microfibrilas, polimeros de
celulose linear agrupados por liga¢gdes inter e intramoleculares de hidrogénio, podem ser
classificadas como cristalina ou amorfa de acordo com o grau de polimerizacdo das
microfibrilas(KOTULA et al., 2022; GHARECHAHI et al., 2023; YADAV et al., 2023;
SHUKLA et al., 2023). Celulose cristalina é insollvel, recalcitrante e altamente resistente a
hidrolise, porém em certas partes as ligacdes de glicose sdos mais fracas, menos
organizadas, as tornando mais susceptiveis a degradacdo, as caracterizando como a
porcao amorfa, sendo que o grau de polimerizagdo esta inversamente relacionado com a a
hidrolise da celulose. (BANERJEE et al., 2023).

Celulases sao referidas como todas as enzimas capazes de clivar as ligagbes B-
1,4 da celulose, podendo ser classificadas em trés tipos de acordo com porgéo de atuacéo
(KORSA et al.,, 2023). As endoglicanases ou endocelulases quebram as ligacbes

glicosidicas em locais aleatérios na regido amorfa, se ligando a componentes nao
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cristalinos, ocorrendo a hidrélise devido as ligagdes de hidrogénio serem mais fracas. As
exocelulases ou celobiohidrolases clivam as microfibrilas pelas suas extremidades,
liberando dissacarideos como a celobiose e glicose. As B-glicosidases ou celobiases
guebram as ligacbes B-1,4 de glicose consecutivas liberando monémeros de glicose pela
hidrdlise da celobiose e de outros oligbmeros da celobiose. (KORSA et al., 2023; ABUAJAH
et al. 2022). BERISIO et al. 2022; GHARECHAHI et al., 2023)

IS B1-4
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Celulose amorfa

Figura 4: Representacao esquematica da celulose. Extraido e modificado de Gharechahi et al. (2023).

2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose ndo € um unico polissacarideo, mas um grupo de polissacarideos
heterégenos, o esqueleto da cadeia principal contém residuos de agucares como a xilana,
manana e glucana e as ramificagbes sao compostas por pentoses (L-arabinose, D-xilose),
hexoses (D-manose, L-galactose, L-rhamnose, L-fucose) e acidos de agucares (acido-D-
galacturdnico e acido 4-O-metil-glucurénoco) (YADAV et al., 2023; SHUKLA et al., 2023).
Hemicelulose é a segunda maior fracéo polissacaridica da parede celular vegetal, logo apos
a celulose, constituindo de 15-35% da matéria seca das plantas anuais e perenes. O tipo
de hemicelulose presente em cada espécie de planta varia de acordo com o tipo de célula,

localizagéo e estagio de desenvolvimento (RAO et al., 2023).
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Xilana é o polissacarideo de hemicelulose mais abundante, na cadeia principal é
composta por residuos de D-xilose associadas por ligacdes p-1,4. Os residuos de xilose
podem se associar a diferentes combinacfes de grupos funcionais como a arabinose,
galactose, glicose, acido galacturénico, acido metilglucurénico e até mesmo a prépria
xilose. De acordo com a sua estrutura e os grupos funcionais ligados a cadeia primaria, as
xilanas podem ser classificadas em glicuronoxilanas, arabinoxilanas, glicuroarabinoxilanas
e arabinoglicuroxilana (GHARECHAHI et al., 2023; CURRY et al., 2023; HSIEH & Harris,
2019).

As enzimas que atuam sobre a cadeia de xilana e seus grupos funcionais sé&o
comumente designadas como xilanases, sdo importantes para microrganismos, podendo
ser patdgenos ou ndo, auxiliando na degradacéo da parede celular vegetal e contribuindo
para a ciclagem do carbono. Essas enzimas séo classificadas de acordo com o local de
atuacao, as 1,4- B-xilanases quebram a ligacdo (3-1,4 da cadeia principal da xilana em
pontos aleatérios disponibilizando xilooligbmeros. As 1,4- B-xilosidases é atribuido o papel
de catalizar a hidrolise desses xilooligbmeros em xilose. As cadeias laterais de arabinose
sdo removidas pelas a-arabinofuranosidases, enquanto as a-d-glucuronisades atuam sobre
o acido metilglucurénico (MENDONCA et al., 2023; KHAMASSI; DUMON, 2023).
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Figura 5: Representacdo esquematica da Xilana. Extraido e modificado de Gharechahi et al. (2023).
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As mananas sdo outros polissacarideos prevalecentes do grupo das
hemiceluloses, sua cadeia principal € composta por residuos de D-manose unidas por
ligacdes B-1,4. A manana pode ter ramificacdes de galactose formando as galactomananas,
as galactoglicomananas e as glicomananas possuem na cadeia principal residuos de D-
manose e D-glicose, podendo ter ramificagbes de galactose ou ndo (GHARECHAHI et al.,
2023).

As enzimas atribuidas para a quebra dos polimeros de manana sao designadas
como mananases. A endo-B-mananase auxilia na hidrélise das ligacdes B-1,4 internas da
cadeia principal, resultando em manooligdbmeros, ja estes sofrem a acdo da -manosidase
removendo os riduos de manose. As galactoglicomananas e glicomananas sofrem a acao
de enzimas caracteristicas como a [B-glicosidase e a-galactosidase ( ZHANG et al., 2021;
OELMULLER et al.,2023; RAO et al., 2023; PANWAR et al., 2023).
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Figura 6: Representacdo esqueméatica da Manana. Extraido e modificado de Gharechahi et al. (2023).
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2.2.3 Lignina

A lignina € a segunda macromolécula mais abundante na natureza, logo apés a
celulose, sua estrutura molecular € grande e complexa, formada por moléculas aromaticas
e sobretudo por trés tipos de monémeros: p-coumarina, alcodl sinapilico e coniferil. Esta
presente na parede celular vegetal secundéria, atribui rigidez, € insolavel em agua, é
altamente interligada a celulose e hemicelulose agindo como um adesivo entre elas a
tornando mais resistente a hidrolise enzimatica, forma uma barreira fisica contra-ataque de
patdégenos e aumenta a recalcitrancia (SHUKLA et al., 2023; GHARECHAHI et al., 2023;
BARROS et al., 2016; VANHOLME et al., 2019). A complexidade do metabolismo da lignina
se da pela sua heterogeneidade, foram descobertos até hoje trinta e cinco monomeros de
lignina naturais, dificultando a sia degradacdo por enzimas especificas (ZHANG et al.,
2021).
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Figura 7: Estrutura de alcodis precursores da lignina. Fonte: Pitarelo (2007).

2.2.4 Pectina

A pectina € um complexo de polissacarideos essencial para a parede celular vegetal, sdo
mais abundantes na lamela média (camada gelatinosa entre as paredes primarias de duas
células vegetais conjuntas) e na parede primaria.

Segundo Xiao e colaboradores (2021), a pectina possui uma estrutura composta por
unidades de acido D-galacturdnico unidas via ligagao glicosidica do tipo a-1,4 abrangendo
trés dominios diferentes denominados homogalacturanas, ramnogalacturanas |,
ramnogalacturanas Il (TINGLEY et al., 2021). As homogalacturanas séo definidas como
cadeias de acido galacturénico unidas por ligacdo glicosidica do tipo a-1,4 lineares,
podendo ser metil-esterificados ou acetilados. Ramnogalacturanas | sdo unidades de acido
D-galacturdnico unidas via ligagdo glicosidica do tipo a-1,4, que s&o interrompidas
aleatoriamente por residuos de L-rhamnose com cadeias laterais de D-galactose e L-
arabinose. A ramnogalacturanas-ll € um dos polissacarideos mais complexos, consistindo
em uma cadeia de homogalacturana com ramificacdes de 11 a 12 diferentes acucares.
(VOINICIUC et al., 2018; OELMULLER et al., 2023) (GHARECHARI et al., 2023)
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Baseando-se na sua composi¢cdo, as pectinas sao classificadas em quatro grupos:

protopectina, acido péctico, acido pectinico e pectina (FRANCA, 2018).
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Figura 8: Representagdo esquematica da pectina. Extraido e modificado de Gharechahi et al. (2023).

Devido a abundancia de substancias pécticas, as enzimas que agem sobre elas sao
classificadas de acordo com o seu mecanismo de acdo e nomeadas em 3 grupos: as
protopectinases, que solubilizam a protopectina liberando pectina sollvel; pectina esterase
gue catalisa a desesterificacdo do grupo metoxil da pectina, formando acido pectinico e
metanol; enzimas despolimerizantes que a partir do mecanismo de quebra das ligacdes
glicosidicas sédo classificadas como hidrolases (poligalacturanase) e liases (pectina liase e
pectato liase) (FRANCA, 2018; PEDROLLI et al., 2009; SUDEEP KC et al., 2020)

As pectinases sdo utilizadas na induastria para producdo de sucos e vinhos
diminuindo a sua viscosidade, na fermentacdo do café para retirada da mucilagem, na
producdo de alimentos processados, na industria téxtil, na industria farmacéutica, na
producédo de papel, além de ser aplicada também em associagdo com outras enzimas
(celulases, hemicelulases e proteases) na degradacgéo da parede celular de plantas para
extracdo de Oleos vegetais (0leo de améndoa, sementes de girassol, sementes de oliva)
(SANTI, 2014; PEIXOTO, 2019; FRANCA, 2018; AGUIAR, FERREIRA-NOZAWA, 2020).
Tarafdar e colaboradores (2021) relataram que o mercado industrial de enzimas é de
aproximadamente US$ 4,5 bilh&es, com expectativas de aumento para US$ 7 bilhdes em

2021. Segundo o site Market Research Store (2019), o mercado industrial de pectinase em
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2014 foi de 27,6 milhdes, ocorrendo aumento nos ultimos quatro anos, subindo para US$
30,04 milhdes em 2019, com perspectivas de se alcancar US$ 35,5 milhdes em 2024.

O acesso a pectina é dificultado pela recalcitrancia da parede celular vegetal
presente na biomassa lignocelulolitica, fazendo-se necesséario a utilizacdo de um pré-
tratamento para reducdo do tamanho dessas particulas, nesse processo ocorre a quebra
da estrutura polimérica da parede celular da biomassa, solubilizando seus componentes e
aumentando a superficie de contato, no qual microrganismos vao utilizar os produtos do
pré-tratamento para producdo de enzimas (pectinases, celulases e hemicelulases) e
compostos de interesse comercial (ZHUANG et al., 2017; ZIELINSKI et al, 2019; KANG et
al., 2020).

2.3 Pré-tratamento

Os pré-tratamentos sdo processos utilizados para romper a interconexdo dos
componentes da parede celular vegetal(celulose, hemicelulose, pectina, lignina), reducéo
do tamanho das particulas da biomassa, da cristalinidade da celulose e também quebrar a
ligacdo entre hemicelulose e a lignina, aumentando a disponibilidade desses
polissacarideos para a conversdo em produtos de interesse (biocombustivel, energia,
biogas e enzimas). A sua eficiéncia € baseada no rendimento da hidrélise antes e depois
do pré-tratamento, baixa perda ou degradacao de carboidratos, baixa ou ndo geracao de
compostos toxicos e consumir pouca energia (HALDER et al., 2019; SHARMA et al., 2022).

Diversos métodos de pré-tratamento foram e sao desenvolvidos, utilizando
estratégias diferentes, cada um afetando componentes diferentes da biomassa
lignocelulolitica, de acordo com as moleculas de interesse. S&o classificados como fisicos,
guimicos, fisico-quimicos e biologicos.

Pré-tratamentos fisicos envolvem a energia mecanica, utilizando tecnicas
moagem, trituracdo, pirolise, extrusdo e procesos mecanicos quebrando a barreira de
lignina, disponibilizando os agucares da parede celular. Este método tem como objetivo
reduzir mecanicamente o tamanho da biomassa, area de superficie e cristalinidade. E um
processo que utiliza variagdo de temperatura e pressao simultaneamente, exigindo grande
consumo de energia, resultando em uma producao de alto custo (DEVI et al., 2021; CAO
et al., 2023; SHUKLA et al., 2023; BANERJEE et al., 2023).

O pré-tratamento quimico é mais utilizado para a remoc¢ao parcial ou total de
componentes da biomassa lignocelulolitica, se baseando no uso de produtos quimicos,
transformando a estrutura cristalina em uma forma amorfa, quebram as ligacdes de

hidrogénio e as ligacbes covalentes entre a celulose, hemicelulose e lignina, além de
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separar a lignina dos outros compostos. Este método envolve a utilizacdo de diversos
agentes quimicos, como acidos, bases, amodnia, peroxido, ozbnio, e solucdes idnicas
(HAZEENA et al., 2020).

O pré-tratamento fisico-quimico é a combinacéo de duas técnicas, combinando o
pré-tratamento fisico e o quimico. Sao estratégias que combinam mudancas de
temperatura, pH, e pressao, sendo usados em processos como explosao de vapor, liquid
hot water, explosao de fibras de aménio, explosdo de CO:2 e oxidagdo com ar umido. Estes
processos auxiliam na dissolucdo de polimeros de hemicelulose e celulose, aumentando
0s agucares disponiveis e na remocao da lignina. S&o processos considerados como
ecoldgicos pela baixa utilizacdo de produtos quimicos, onde a 4gua participa como principal
solvente. (SHUKLA et al., 2023; CHEN et al., 2022).

O pré-tratamento biologico € um dos métodos mais utilizados devido ao baixo custo
de energia, baixa geracdo de poluente, sdo ecologicos, devido nao utilizar produtos
guimicos, contando com uma diversa gama de microrganismos (bacterias, fungos)
utilizados para o processo, secretando enzimas celuloliticas, aumentando o acesso a
celulose e aos compostos da hemicelulose para hidrélise (YADAV et al., 2023).

Dos diferentes tipos de pré-tratamentos (fisico, quimico, fisico-quimico e bioldgico)
o Liquid Hot Water (LHW) é um pré-tratamento fisico-quimico eficiente para degradacéao de
biomassa lignocelulésica, por ndo utilizar produtos quimicos, somente agua como Unico
solvente. A 4gua neste processo € exposta a altas temperaturas e alta presséo,
permanecendo em estado liquido. Dessa forma, ocorre liberagédo de ions de hidrogénios da
agua, que auxiliam na penetracdo da parede celular vegetal, solubilizando seus
componentes como a hemicelulose, lignina e pectina, os expondo a acdo enziméatica. Como
consequéncia desse processo, ocorre 0 estabelecimento de uma concentracdo de
acucares fermentesciveis maior na parcela liquida (licor), criando um ambiente favoravel
para o crescimento de microrganismos (YANG et al., 2019; ZHUANG et al., 2017; KANG et
al., 2020; SERNA-LOAIZA et al., 2021). A maior vantagem do pré-tratamento Liquid Hot
Water sobre os outros pré-tratamentos € o fato de nao utilizar reagentes quimicos, evitando
assim a formacdo de residuos toxicos, impedindo problemas de corrosdo, diminuindo
custos com manutencao, além de utilizar &gua como principal componente, deste modo se

fazendo um processo mais ecoldgico.

2.4 Paecilomyces formosus
O género Paecilomyces comporta diversos fungos cosmopolitas, podendo ser

saprofitas e patogénicos encontrados em diversos habitats, incluindo solos, alimentos e
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plantas em decomposi¢cdo, insetos, nematddeos e sedimentos marinhos. Sao
termotolerantes, possuem grande potencial de esporulacéo, rapido crescimento em varios
substratos e em baixas concentracdes de oxigénio (Baazeem et al., 2021)

Em 1907 o género Paecilomyces foi descrito primeiramente, por Bainier, como um
género com apenas uma espécie, P. Variotii e um género proximo ao Penicillium. Apds ser
realizada uma revisao por Brown & Smith, e Samson, foram definidas 31 espécies, sendo
elas relacionadas a dois géneros de fungo: Cordyceps e Torrubiella. Em estudos
posteriores por Luangsa-ard e Hywel-Jones foram realizados andlises filogenéticas
utilizando dados da sequéncia de rDNA 18S, demonstrando que Paecilomyces é um grupo
polifiético, pertencendo a subclasse Sordariomycetidae e Eurotiomycetidae e indicando
suas diferencas morfologicas. (MORENO-GAVIRA et al., 2020).

O fungo P. formosus participa do complexo de espécies do grupo P. variotii.
Conforme sua taxonomia € classificado na filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe
Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae, ordem Eurotiales, familia Thermoascaceae
(NCBI, 2023). Em virtude do rapido crescimento, condicdes de cultivo e facil manuseio os
fungos filamentosos séao alvos de diversas pesquisas, com um grande potencial industrial
para produgcdo em larga escala de enzimas. Paecilomyces formosus recebeu atencgéo
especial por ser fonte de metabdlitos secundarios, ndo produzir micotoxinas e por produzir
uma ampla variedade de enzimas como amilases, quitinases, pectinases, fitases, tanases
e xilanases, além de conseguir crescer e se desenvolver em residuos agroindustriais,
degradando parte da biomassa lignocelulolitica auxiliando no aproveitamento de recursos
renovaveis (LAGUNA, MARANTE, MIOSO, 2015; BRULE et al., 2020; URQUHART et al.,
2018).

3 Justificativas

Todo o processo de producao do café, desde a colheita até o consumo, produz uma
grande quantidade de residuos. A composicdo quimica destes residuos os torna
proveitosos para o crescimento do fungo Paecilomyces formosus e producao de diversas
enzimas de interesse biotecnoldgico.

O presente trabalho busca a producdo e caracterizagdo de enzimas pectinoliticas,
em virtude da grande quantidade de pectina encontrada nas cascas do café robusta pelo
método de beneficiamento seco. O pré-tratamento Liquid Hot Water foi utilizado para
extracdo de licores abundantes em pectina da casca do café robusta, reutilizando o residuo

liqguido do pré-tratamento para producédo dessas enzimas.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a producao de enzimas pectinoliticas a partir
dos residuos gerados pelos métodos de beneficiamento do café robusta (casca) quando
submetido a fermentacdo submersa utilizando licores obtidos a partir do pré-tratamento
Liquid Hot Water nestes residuos e a caracterizacdo bioquimica da pectinase quanto ao
efeito do pH, temperatura, termoestabilidade, efeito de ions, compostos fendlicos e alcool

sobre sua atividade enzimatica.

5 Materiais e métodos
5.1 Origem dos residuos de café

As cascas de café robusta utilizadas no screening microbiolégico foram doados pelo
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia técnica e Extensdo Rural (INCAPER)
localizado na cidade de Vitéria — ES, sendo armazenadas em temperatura ambiente e
submetidas a moagem para reducdo da granulometria, se adequando ao processo de

fermentacdo submersa.

5.2 Pré-tratamento

As cascas de café robusta triturada foram incubadas com agua destilada, em
cilindros de ago inoxidavel, vedaveis, de volume interno de 300 mL (Swagelok, Ohio, EUA)
na concentracédo de 1% m/m, temperatura 140°C e tempo de incubagao de 6 minutos.

Os cilindros vedados contendo a mistura de biomassa e agua foram aquecidos até
a temperatura indicada e o tempo especificado em um banho de areia fluidizado Tecam
SBL-2 (Cole Parmer; Vernom Hils, IL, EUA) capaz de atingir altas temperaturas com
precisao de * 2°C.

Apés a incubacdo da biomassa, os cilindros foram resfriados em uma mistura de
agua gelada e gelo por aproximadamente 10 minutos. A frag&o liquida (licor) foi separada
do sedimento por filtragdo a vacuo utilizando-se funil de Biichner e papel-filtro (Whatmann
n° 5) sendo armazenada a -20°C até o momento de utilizacdo, para cultivo e analise de

composigao.

5.3 Screening enzimatico da cepa 3RE22
A micoteca do Laboratorio de Enzimologia, Departamento de Biologia Celular,

Universidade de Brasilia, possui nove cepas de P. formosus isoladas de diversos
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ambientes, como solos do cerrado (campo sujo, cerradao floresta e cerrado stricto sensu),
serrapilheiras e troncos de arvores do Distrito Federal.

A cepa 3RE22 foi selecionada por sua grande producdo de pectinase em café
robusta quando comparada as outras sete testadas por Andrade (2020). A sua utilizagédo
foi autorizada com a concessao de acesso e remessa de amostra de componente do
patrimdnio genético n°® 010237/2015-1/CNPq, sendo que a micoteca possui registro n® 1128
no World Data Center for Microrganism (WDCM).

O isolado foi crescido em placas de petri, contendo meio MYG 2% (extrato de Malte
Agar), durante 7 — 10 dias a 28°C em incubadora do tipo BOD (Demanda bioquimica de
oxigénio) programada com fotoperiodo de 12 horas.

Para a inducdo da producdo enzimatica (curva de inducdo enzimatica), a cepa
fungica foi crescida sob fermentacdo submersa utilizando o licor da casca de café robusta
como substrato. Em Erlenmeyers de 2 litros, contendo 400 mL do licor, foram inoculadas
suspensbes de esporos, das placas de petri, com uma concentracdo de 2,5 x 107
esporos/mL, na propor¢céao de 1% do volume total (4mL), durante 10 dias, sob agitacédo de
87 rotacBes por minuto (rpm), temperatura de 20°C e pH 4,0. Apos este periodo, os cultivos
foram filtrados a vacuo com auxilio de papel-filtro Whatman n° 5, e o material filtrado (extrato
bruto) foi preservado em camara fria a 4°C, acrescido de azida sédica 0,2%. A cada dia
durante o cultivo, foi retirada uma aliquota de 1 % do volume final, devidamente congelada,
para posterior determinagdo das atividades enzimaticas (carboximetilcelulase (CMCases),

xilanases, mananases, pectinases) correspondente aquele dia.

5.4 Ensaio enzimatico

A atividade enzimatica foi definida quanto as atividades de carboximetilcelulases
(CMCase), xilanases, mananases e pectinases. Os ensaios para deteccdo das atividades
enziméaticas foram realizados em microescala, utilizando-se uma aliquota de 5 pL de extrato
bruto e 10 pyL dos substratos: carboximetilcelulose (CMC) 4%, xilana de farelo de aveia 1%
(oat spelts), galactomanana 1%, pectina citrica 1% (SIGMA).

Os ensaios foram conduzidos a 50°C, por 10 minutos, em microplacas de PCR
incubadas em termociclador (BioRad). A determinacado de acUcares redutores foi executada
segundo o método do acido dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959), com a adicédo
de 30uL de DNS a reacdo que foi submetida a fervura a 97°C por 10 minutos. A
concentracdo de acucares redutores liberados foi determinada a partir de leitura a 540nm
em leitor de microplacas SPECTRAMAX (Molecular Devices, EUA). As atividades

enzimaticas foram expressas em Ul/mL, sendo que Ul representa a quantidade de enzimas
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capaz de liberar 1 ymol de produto por minuto nas condicdes de ensaio. Curvas de
calibracdo foram realizadas utilizando-se os monossacarideos (glicose, xilose, manose e
acido galacturénico) como padrdes para os célculos das atividades de CMCase, xilanase,

mananase e pectinase, respectivamente.

5.5 Quantificacao de proteina

A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (1976),
empregando-se o Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EUA), utilizando solugédo BSA
(albumina sérica bovina) para construcéo da curva padrdo. Os ensaios foram realizados em
microplacas de PCR, foram colocados 150 uL da amostra e 150 yL do reagente Bradford,
apos 5 minutos foram lidas a 595 nm em espectrofotbmetro e calculadas, sendo expressas

em U.I/mg de proteina total.

5.6 Concentracéo e Purificacdo parcial

O extrato bruto enzimatico teve seu volume concentrado 10 vezes por meio do
processo de ultrafiltragdo (Ex.:De 500mL foram obtidos 50mL de extrato bruto concentrado
e 450mL de extrato bruto filtrado), utilizando uma membrana com retencédo de 30 kDa no
sistema Amicon Filtration System-Stirred Cells (Amicon Millipore Co., Bedford, MA, USA),
com pressdo de 75 psi, em ar comprimido, a 4°C. As aliquotas do concentrado e do
ultrafiltrado foram armazenadas a 4°C para posterior avaliacdo do perfil holocelulolitico.

5.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

Amostras do extrato bruto e concentrado foram analisados por SDS-PAGE
(LAEMMLLI, 1970). As amostras foram precipitadas em 80% de acetona, 20 % de NaCl 100
mM e sendo incubadas overnight. Em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugagéo a 16.000 x G por 20 min, a 4°C. Posteriormente, as amostras foram lavadas
por trés vezes em acetona PA refrigerada, e foram centrifugadas conforme mencionado
anteriormente. As amostras permaneceram a temperatura ambiente para secagem em
capela exaustora (CROWELL; WALL; DOUCETTE, 2013).

ApoOs esse periodo, as amostras foram ressuspensas em 20 pyL de tampédo de
amostra (tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 0,05%, glicerol 20% e -
mercaptoetanol 5%), fervidas por 5 min e aplicadas no gel de poliacrilamida 12%.

A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) contendo SDS 0,1% (v/v). Para cada corrida, serao

utilizados 3 pL de marcador de massas moleculares LMW, contendo: fosforilase b (97,0
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kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbbnica (30,0
kDa) e inibidor de tripsina (20 kDa). A eletroforese foi realizada em tampé&o de corrida (tris-
HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (v/v), pH 8,3), a temperatura ambiente, e submetida
a 25 mA constantes por 60 min. A concentracdo da amostra foi definida a partir dos
resultados obtidos.
5.8 Coloracdo com nitrato de prata

Apoés a corrida eletroforética as bandas proteicas foram coradas pelo método de
nitrato de prata (BLUM et al., 1987). Primeiramente, o gel foi incubado por 1 h em solucao
fixadora (metanol 40% e &cido acético 7%). ApoOs a incubacédo, o gel foi lavado por 20
minutos em solucéo de etanol 50% (v/v). Este processo se repetiu por mais duas vezes.
Em seguida, o gel foi incubado por 1 min em solucéo de tiossulfato de sédio 0,02% (m/v),
lavado em &gua, e incubado na solucdo de coloracdo (nitrato de prata 0,2% mlv,
formaldeido 0,03% v/v) por 15 min. Por fim, o gel foi lavado trés vezes em agua destilada e
submetido a solucéo reveladora (carbonato de sédio 6,0% m/v, tiossulfato de sédio 0,004%
v/v, formaldeido 0,02% v/v). Apés o surgimento das bandas, a reacéo foi interrompida com

solucéo fixadora e foi foto-documentado em scanner comercial.

5.10 Caracterizagédo bioquimica da pectinase
5.10.1 Efeito do pH

Para determinacao do efeito do pH na atividade pectinolitica, as amostras do extrato
bruto e fracdo concentrada foram avaliadas na presenca de tampdes citrato, fosfato de
sédio e glicina 50 mM de diferentes valores de pH nos intervalos de 2.0 - 5.0; 5.0 - 8.0; 8.0
- 12.0 respectivamente. O efeito do pH foi determinado através do ensaio enzimatico
alterando-se o protocolo do item 5.4: foi mantida a quantidade de enzima das amostras (5
ML), porém se dobrou a concentracédo do substrato (5 yL de pectina citrica 2%) e foram
adicionados 5 pL ao tampé&o concentrado (100 mM, pH 7,4), de forma que, ao final da
reacao, o substrato se encontre tamponado no pH desejado, na concentragéo ideal (1%),

para ensaio de atividade.

5.10.2 Efeito da temperatura

Para avaliacdo do efeito da temperatura na atividade pectinolitica, foram realizados
ensaios enzimaticos com as amostras do extrato bruto e a fracdo concentrada, alterando-
se a temperatura de incubacédo de 30°C a 80°C a cada 10°C. O efeito da temperatura foi

determinado pela atividade enzimatica da mesma forma descrita pelo protocolo 5.4.
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5.10.3 Termoestabilidade

A avaliacdo da termoestabilidade da enzima foi realizada através da pré-incubacéo
das amostras de extrato bruto nas temperaturas de 30,60 e 80°C, sendo retiradas aliquotas
em tempos diferentes. A atividade enzimatica foi determinada da mesma forma descrita no
item 5.4.

5.10.4 Efeito dos ions metalicos e reagentes ativadores/inibidores

Para determinacé@o dos efeitos de ions metalicos e modificadores de aminoacidos
sobre a atividade pectinolitica, as amostras do extrato bruto e da fracdo concentrada foram
pré-incubadas durante 20 minutos, a 28 °C, na presenca dos fons Ca?*, Co?*, Cu?*, Fe?*,
K*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* nas concentracoes finais de 1 e 10 mmol.L. A influéncia dos
reagentes DTT (ditiotreitol), SDS (dodecil sulfato de soédio), B-mercaptoetanol e EDTA foram
testadas sobre a atividade enzimatica como descrito no do item 5.4, nas mesmas

concentracdes finais e condicoes.

5.10.5 Compostos fendlicos

O efeito de ativacdo/inibicdo da pectinase pelos compostos fendlicos (acido
transferulico, acido4-hidroxibenzdico, acido p-cumarico, siringaldeido, acido transcinamico,
acido tanico, acido galico e vanilina), assim como pelo etanol foram adaptados do item
5.10.4: as amostras do extrato bruto e da fragdo concentrada foram incubadas previamente
durante 20 minutos a 28 °C com 2 mg/mL dos reagentes ou 20% (v/v) de etanol e foram

testadas sobre a atividade enziméatica como descrita no item 5.4.

5.11 Hidrdlise do substrato lignocelulésico

A capacidade de hidrolise do extrato bruto e da fracdo concentrada sobre a biomassa
lignocelulolitica (casca de café robusta) pré-tratada e ndo pré-tratada foram realizadas
utilizando amostras obtidas em cultivos otimizados para producdo de pectinases. Os
ensaios foram realizados em microescala, em tubos de 1,5 mL. Foram adicionados aos
tubos 0,01g de casca de café robusta (1%m/v) pré-tratada e ndo pré-tratada e 50 ug de
proteina do extrato bruto e da fracdo concentrada. O volume foi completado para 1 mL com
tampao fosfato de sédio pH 6.0 100 mM. As amostras foram incubadas a 60°C, em agitacao
de 720 RPM em agitador de microtubulos vortemp (Labnet). Foram realizados testes nos
periodos de 0, 4, 12 e 24 horas de incubacdo. A atividade enzimatica foi testada como

descrito no item 5.4.
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5.12 Design Experimental, Analise Estatistica e Programas Utilizados

Todos os cultivos realizados neste trabalho foram realizados em triplicatas
biologicas, todos os ensaios descritos foram realizados em quintuplicatas para cada
replicata, visando minimizar os erros de pipetagem. Os graficos representam o valor médio
entre as triplicatas biolégicas e as barras de erros estdo representando o desvio padrdo
entre as mesmas. Todos os dados deste trabalho foram produzidos e editados no software
Microsoft Excel 2021.

6. Resultados e Discusséo
6.1 Screening enziméatico da cepa 3RE22

A quantificacdo da atividade enzimética de pectinase, mananase, xilanase e
CMCase do cultivo de P. formosus em licor de casca de café pré-tratada foi observado
durante 10 dias, com a finalidade de se determinar os maiores valores de atividade de
acordo com o tempo. Observa-se através da figura 9 que a pectinase teve seus picos de
atividade no sexto e no oitavo dia, com 0,46 e 0,47 Ul/mL respectivamente, com um
decréscimo ao nono dia. A atividade de xilanase foi maior quando comparada com as
outras, obtendo o pico de atividade ao sexto dia e se equiparando a pectinase no quinto
dia. Nao foram detectadas, em nenhum dos dias avaliados, atividade de CMCase nestas
condi¢Bes de cultivo, porém para mananase foi observado atividade a partir do sétimo dia.

Os resultados obtidos demonstraram o potencial de secre¢cdo de hemicelulases e
pectinases pelo fungo P. formosus quando cultivado na casca de café robusta,
demonstrando o poder de producao de diversas enzimas desse isolado. Pelaez et al. (2022)
avaliaram a capacidade de producdo de diversas enzimas (Fpase, lacase, xilanase,
peroxidase e celulase) do co-cultivo de varios isolados fungicos (Panus lecomtei, Trametes
versicolor, Schizophyllum commune, Coprinus sp., Chrysosporium lucknowense e
Laetisaria arvalis) em conjunto com Trichoderma reesei utilizando residuos de 6leo de
palma e bagaco de cana como substrato, demonstrando a pluralidade de enzimas
produzidas, sendo as mais relevantes lacase e xilanase. O trabalho de MARJETKO e
colaboradores (2021) verificou a atividade lignocelulolitica de sete isolados fungicos em
fermentacdo submersa, dentre eles utilizaram o fungo Paecilomyces variotii. A partir dos
resultados pode ser observado que houve producéo de diversas enzimas (arabinase,
mananase, xilanase, endoglucanase, exoglucanase e pectinase) pelos isolados em
concentracOes diferentes.

O café robusta ndo possui muitos trabalhos recentes relacionados a producéo

enzimatica. Phuong et al. (2019) em sua pesquisa utilizou a polpa do café para descobrir
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sua capacidade de fermentacao para producgéo de etanol. Em outro trabalho realizado por
Putri et al. (2019) foram utilizados actinomicetos para avaliar a producdo de enzimas
(celulase e xilanase) na polpa de café, evidenciando que ha potenciais estudos que podem

ser desenvolvidos sobre os residuos de café robusta.
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Figura 9: Perfil de inducéo enzimética de P. formosus 3RE22 em meio de cultura liquido acrescido de residuos de café
robusta 1% (m/v) durante 10 dias em meio liquido. As barras de erro representam o desvio padrdo entre as trés replicatas
bioldgicas.

6.2 Concentracdo do extrato bruto

De acordo com os resultados da figura 9 o sétimo dia foi definido para a extragéo do
extrato bruto de P. formosus em licor de casca de café robusta, em funcdo de sua alta
producédo de pectinase. O extrato bruto foi concentrado dez vezes pela ultrafiltracdo com
uma membrana de corte de 30kDa, sendo separados como extrato bruto, concentrado e
filtrado.

Tabela 1: Perfil pectinolitico de P. formosus no extrato bruto, concentrado e ultrafiltrado.

Fracéo Volume (mL) Atividade enzimatica Atividade
(UI/mL) enzimatica total
(U.1)
Extrato Bruto 400 0,43 +£0,01 172
Concentrado 40 1,54 + 0,06 61,6
Ultrafiltrado 360 0,21 + 0,07 75,6
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Os resultados da atividade pectinolitica estdo apresentados na tabela 1, a maior
parte da atividade de pectinase ficou contida na fracdo concentrada, cerca de 36%, sendo
gue na parte ultrafiltrada ha aproximadamente 44% da atividade total por ter um volume
maior, sendo a atividade enzimatica total a quantificacdo de pectinase no volume total de
cada amostra. A soma destas duas fragcbes nao representa o valor final das atividades
obtidas se deve ao fato de algumas enzimas possuirem sinergismo de modo que podem

ter sido separadas durante a concentracao.

6.3 Caracterizacdo bioquimica da pectinase
6.3.1 Efeito do pH
O efeito do pH sobre a atividade pectinoliticas do extrato bruto esta demonstrada na

figura 10, pode ser visto que nos pH 4 e 9 houve picos de atividade de pectinase.
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Figura 10: Caracterizagao do efeito do pH sobre as atividades enzimatica da pectinase do extrato bruto de P. formosus
crescido em casca de café robusta. Citrato de sédio foi utilizado pH 2 até 5; pH 5 até 8 foi utilizado fosfato de sddio; ph 8

até 12 foi utilizado glicina. As barras de erro representam o desvio padrdo entre as trés replicatas biolégicas.

Observando a figura 11, efeito do pH sobre a fragdo concentrada, houve picos de
atividade nos pH 4, 6 e 10. Ha uma diferenca notavel na atividade quando se faz a troca do
tampao fosfato de sédio para glicina, sendo mais evidenciado na por¢ao concentrada, este

efeito pode ser causado pelos componentes diferentes dos tampdes pela interacdo das
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diferentes pectinases existentes na por¢do concentrada, ja que ndo esta purificada. As
diferentes condi¢ces de pH alteraram a atividade da pectinase sobre o substrato, podendo
desestabilizar a estrutura da enzima, afetando sua atividade, tal situacdo pode se dar pelo
conglomerado de enzimas que estdao em conjunto com a pectinase, podendo haver uma

sinergia, visto que a enzima nédo esta isolada.
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Figura 11: Caracterizacdo do efeito do pH sobre as atividades enzimatica da pectinase da fracdo concentrada de P.
formosus crescido em casca de café robusta. Citrato de sddio foi utilizado pH 2 até 5; pH 5 até 8 foi utilizado fosfato de

sodio; ph 8 até 12 foi utilizado glicina. As barras de erro representam o desvio padréo entre as trés replicatas biolégicas.

No trabalho de Esawy et al. (2022) foi isolado uma cepa de Aspergillus niger de
laranjas em decomposic¢ao, cuja atividade pectinolitica foi de 13,8U/ml, os autores testaram
o pH e temperatura que demonstrassem maior atividade de pectinase. De acordo com 0s
resultados no pH 4 foi observada uma das maiores atividades de pectinase nas condi¢bes
testadas, atingindo o pico no pH 5 com constante declinio, demonstrando que diferentes
pHs influenciam a capacidade da enzima em exercer sua funcgéo.

No trabalho de Jallil et al. (2023) utilizando também Aspergillus niger de laranjas em
decomposicéo, foi observado o efeito do pH sobre a atividade de pectinase, sendo que no
pH 4,5 se obteve maior atividade pectinolitica, indicando que este isolado fangico se
favorece em ambiente acido. A estabilidade de pectinases fungicas pode acontecer em
meio acido e alcalino, porém sua estabilidade e sua atividade maxima podem aparecer em
diferentes faixas de pH. No trabalho de Ferreira et.al. (2010) utilizando uma mistura de

farelo de trigo, bagaco de laranja e bagaco de cana como substrato para o isolado
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Penicillium viridicatum, houve grande estabilidade da pectinase nas faixas de pH 7,5 até
9,5.

6.3.2 Efeito da temperatura
A figura 12 representa o efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de
pectinase no extrato bruto e na fracdo concentrada. De acordo com a figura 12, a maior

atividade ocorreu na faixa de 50-60°C, diminuindo aos 70°C para as duas amostras.
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Figura 12: Influéncia da temperatura sobre as atividades enzimaticas da pectinase do extrato bruto e concentrado de P.
formosus em casca de café robusta com tempo de incubacdo de 10 minutos. As barras de erro representam o desvio
padrdo entre as trés replicatas bioldgicas.

As pectinases sao estaveis e ativas em uma grande faixa de temperatura (30-80°C),
impulsionando grande valor industrial por ser menos susceptivel a inativacdo térmica
(SUDEEP KC et al., 2020). Na pesquisa de Guimaraes et al. (2023) utilizando a casca de
maracuja como substrato para o fungo Aspergillus japonicus para producdo de pectinase,
realizaram o teste do efeito da temperatura sobre a atividade pectinolitica e a melhor
temperatura foi de 60°C corroborando com os resultados apresentados neste trabalho. Gu
et al. (2023) testou a producéo de diversas enzimas do fungo Lentinus edodes enriquecido
com selénio, a caracterizagdo das enzimas, quanto ao efeito da temperatura, foi constatada

gue houve aumento da atividade até os 50°C, diminuindo conforme o aumento da

temperatura.
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6.3.3 Efeito de compostos fendlicos

Sobre a avaliacdo da inibicdo ou ativagdo da pectinase quanto aos compostos
fendlicos no extrato bruto (figura 13) e na fracdo concentrada (figura 14), houve inativacéo
completa da enzima quando adicionados o acido tanico e o acido galico no extrato bruto, ja
0s outros compostos tiveram o efeito contrario, aumentando significativamente a atividade
pectinolitica. Uma provavel explicacdo pode se dar pelo fato de o extrato bruto ter uma
gama de enzimas atuando em sinergia ou em antagonismo, alterando a atuacdo da
pectinase, outro fator € a baixa atividade pectinolitica encontrada no extrato bruto, podendo
estar superestimando os resultados encontrados no mesmo.

Taninos sdo compostos fendlicos capazes de precipitar proteinas, formando
complexos com proteinas. Primeiro ocorre a ligacdo com a proteina e depois agregacao,
resultando na formacdo do precipitado. Sendo que para isto acontecer sdo necessarios
varios fatores como concentracéo, ponto isoelétrico da proteina, pH, forca ibnica da solucao

e também presenca de outros compostos na solu¢cao (ADAMCZYK et al., 2017).
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Figura 13: Efeito de compostos fendlicos sobre a atividade da pectinase no extrato bruto. Controle: 2mg/ml. As barras de
erro representam o desvio padrdo entre as trés replicatas biologicas.

A fracdo concentrada apresenta aumento da atividade quando adicionados o &cido
transferdlico, acido p-cumarico e acido tanico em 41,02%, 6,27% e 18,85%
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respectivamente. Siringaldeido, acido transcindmico e vanilina inibiram a atividade da
pectinase em 25,80%, 29,12% e 28,24% respectivamente. As plantas em resposta a
infeccBes acumulam composto fendlicos na area infectada, obtendo uma acao antioxidante
por exemplo, inibindo proteinas especificas, bloqueando a funcdo de diversas enzimas,
resultando no controle da doenca (SRIVASTAVA et al. 2013). Compostos fendlicos
derivados da lignina, através de pré-tratamentos na biomassa lignocelulésica podem induzir
mudanc¢as na composicado quimica da pectina através da formacao de ligacdes covalentes
e nao covalentes inibindo a hidrélise enzimatica (YANG et al., 2019; ANDRADE, 2020;
MORO, 2015). Tal fato pode ser observado no trabalho de Zhuang et al. (2016) em que
utilizaram o pré-tratamento Liquid hot water em lascas de madeira de alamo tremedor para
caracterizar as chamadas pseudo-ligninas (produtos de degradacdo de acucares
condensados com os da lignina, formando um precipitado sobre a celulose). Neste trabalho,
0s autores mediram a quantidade de varios mondmeros liberados apés a despolimerizacao

da lignina, como o &cido 4-hidroxibenzdico, siringaldeido, vanilina e guaiacol.
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Figura 14: Efeito de compostos fendlicos sobre a atividade de pectinase no extrato bruto concentrado. Controle: 2mg/ml.

As barras de erro representam o desvio padrao entre as trés replicatas bioldgicas.

6.3.4 Efeito dos ions metélicos e reagentes ativadores/inibidores
A avaliacdo do efeito dos ions sobre a atividade pectinolitica no extrato bruto é

demonstrado na figura 15. Na concentracdo de 10mM os ions Ca?*, Cu?*, K*, Mg?*, Na* e
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0 B-mercaptoetanol manifestaram efeitos estimulantes na atividade. Os ions Co?*, Fe?*,
Mn?*, além do DTT e SDS inibiram completamente a atividade da pectinase na
concentracdo de 10mM. Em 1mM o EDTA inibiu grande parte da atividade, [-
mercaptoetanol ndo apresentou grande diferenca, enquanto SDS, Mg?*, Fe?*, Co?

influenciaram positivamente para a acao da atividade da enzima.

Controle
EDTA
B-Mercaptoetanol
SDS

DTT
ZnSO4
NaCl
MnCI2
MgCl2
KCl
FeSO4
CuCI2
CoCI2
CaCl2

Atividade relativa (%)

\|”|I |1|

0,00% 50,00% 100,00% 150,00% 200,00% 250,00%

®H10mM m1mM

Figura 15: Efeito de ions metdlicos e reagentes ativadores/inibidores sobre a atividade de pectinase no extrato bruto nas

concentragdes de 1mM e 10 mM. As barras de erro representam o desvio padréo entre as trés replicatas bioldgicas.

O efeito de varios ions metalicos foi avaliado por Ferreira et al. (2010) com o fungo
Penicillium viridicatum utilizando uma mistura de farelo de trigo, bagaco de laranja e bagaco
de cana como substrato para producdo de pectina liase. Dentre os resultados houve
aqueles que inibiram quase 100% da atividade (Hg?*, Mg?*, Mn?*, Ag* e Fe3®") na
concentracdo de 2mM, ja na presenca dos ions Ca?* e K* houve aumento de 17% e 84%
respectivamente. O trabalho de Yadav et al. (2017) é sobre a caracterizacdo e purificacdo
de uma pectina liase alcalina produzida pelo isolado Fusarium lateritum com pectina citrica
como substrato demonstrou a atuacéo dos ions na concentracdo de 1mM sobre a atividade
enzimatica. A maioria dos ions testados manifestou ac¢des inibitérias, assim como KMnO4
e K2Fe(CN)s que inibiram completamente a atividade, exceto Hg?* e Mn?*.

Na fracdo concentrada tanto nas concentragbes de 1mM quanto de 10mM o EDTA
favoreceu a atividade da pectinase em 24,72% e 33,02% respectivamente. Para 1mM os
fons Fe?* K*, Cu?* inibiram de maneira significativa, enquanto as outras variaveis testadas
ndo apresentaram grande efeito. Os resultados de SDS, Zn?*, Ca?*, Na*, Mg®* e Fe?* na
concentragdo de 10mM causaram grande inibicdo, enquanto K+, Mn2+ e DTT exibiram até
20% de influéncia sobre a enzima.
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Figura 16: Efeito de ions metdlicos e reagentes ativadores/inibidores sobre a atividade de pectinase no extrato bruto
concentrado nas concentracdes de 1mM e 10 mM. As barras de erro representam o desvio padréo entre as trés replicatas
biol4gicas.

Na pesquisa de Esawy et al. (2022) foi utilizado pectina citrica para otimizacéo e
caracterizacdo de pectinase por Aspergillus niger. Os resultados indicaram efeitos
inibitérios quando colocando em conjunto com Hg?*, AI**, Fe3* e I3*, enquanto NH4+, Na+,
Zn2+, Mn2+ e 4cido ascoérbico ativaram a enzima, enquanto EDTA e Ca?* ndo impulsionou

efeitos notaveis.

6.3.5 Termoestabilidade

Os resultados de termoestabilidade a 30°C da pectinase no extrato bruto e extrato
bruto concentrado séo representados na figura 17. Observa-se um aumento de atividade
nas primeiras 12 horas de incubacéo, tanto no extrato bruto quanto no concentrado, com
um declinio as 36 horas, aumentando novamente sua atividade em 72 horas. As duas
fracOes suportaram 72 horas sem atingir sua meia-vida, acontecendo ainda aumento na

atividade nas ultimas horas testadas.
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Figura 17: Termoestabilidade da atividade de pectinase no extrato bruto e extrato bruto concentrado com 30°C, realizada
no periodo de 72 horas. As barras de erro representam o desvio padréo entre as trés replicatas biologicas.

A figura 18 demonstra os resultados da termoestabilidade a 60°C, em que a enzima
se mostrou estavel no extrato bruto com pequena variacdo da atividade enzimética. Na
fracdo concentrada houve declinio da atividade nas primeiras 24 horas, com um aumento

na atividade, permanecendo estavel até as 72 horas.
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Figura 18: Termoestabilidade da atividade de pectinase no extrato bruto e extrato bruto concentrado com 60°C, realizada

no periodo de 72 horas. As barras de erro representam o desvio padréo entre as trés replicatas bioldgicas.
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Os resultados da termoestabilidade em 80°C estdo demostrados na figura 19. A
fracdo concentrada apresentou declinio na atividade no periodo de 12 até 24 horas, com
um aumento da atividade as 36 horas, diminuindo sua atividade as 72 horas. O extrato bruto
se apresentou estavel durante toda a exposicdo a esta temperatura, podendo acontecer
por ser uma amostra heterogénea, podendo apresentar sinergia ou antagonismo com
outras enzimas presentes, modificando reacdes e comportamentos da pectinase. No
presente trabalho a enzima se mostrou mais termoestavel nas temperaturas de 30°C e
60°C, mantendo a atividade enzimatica em niveis 6timos por todo o periodo testado, sendo

gue néo foi atingido a meia-vida, podendo acontecer por ndo ser uma amostra purificada
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Figura 19: Termoestabilidade da atividade de pectinase no extrato bruto e extrato bruto concentrado com 80°C,

realizada no periodo de 72 horas. As barras de erro representam o desvio padrdo entre as trés replicatas biolégicas.

Nsude e colaboradores (2022) realizaram um estudo sobre as propriedades cinéticas
e termodindmicas de uma pectinase de Trichoderma longibrachiatum, avaliando a
termoestabilidade da enzima frente a diferentes temperaturas, 30-80°C durante 120
minutos. Os autores observaram decréscimo da atividade pectinolitica conforme a

temperatura aumentava, aos 70°C houve perda de aproximadamente 65% da atividade,
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houve estabilidade da atividade com de 30-50°C com perca de 30% da atividade quando
submetida ao tratamento com 60°C.

Para bioprocessos € interessante que as enzimas tenham resisténcia e figuem
estaveis a variadas temperaturas, pois assim a atividade se mantém utilizando menos
recursos, como resfriadores ou aquecedores, diminuindo os custos com a produgao da
enzima de interesse.

Guan et al., (2020) verificou em seu trabalho o pH e temperatura 6timos para
producéo de pectinases de um isolado de Bacillus sp., assim como a termoestabilidade
entre 40-60°C durante 1 hora. A pectinase desse estudo se manteve bem estavel em todas
as temperaturas testadas perdendo de 45-50% da sua atividade.

O trabalho de Amadi e colaboradores (2022) avaliaram a purificacdo das enzimas
celulase, xilanase e pectinase separadas e em conjunto para determinar como seria sua
atividade catalitica estando nessas condi¢Bes. As trés enzimas apresentaram certa
estabilidade até 50°C, porém foi demonstrado que quanto mais purificada menor a sua
estabilidade. Segundo os autores, quando o coquetel chamado “trienzimatico” é avaliado

h& maior estabilidade, sugerindo uma protecdo maior a desnaturacéo térmica.

6.4 Hidrolise do substrato lignoceluldsico

A figura 20 representa a capacidade do extrato bruto e a fragcdo concentrada de
hidrolisar a parede celular da casca de café robusta com e sem pré-tratamento, no intervalo
de 4, 12 e 24 horas.
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Figura 20: Hidrolise enzimatica da casca de café robusta 1% néo pré-tratada e pré-tratada, utilizando 50 ug de
proteina do extrato bruto e da fragdo concentrada (60°C, 720 RMP) no periodo de 0, 4, 12 e 24 horas. As barras de erro

representam o desvio padréo entre as trés replicatas biolégicas.

Nas primeiras 4 horas foi apresentado capacidade hidrolitica tanto pelo extrato bruto
como a fragdo concentrada, aumentando um pouco mais quando observadas apés 12 horas
de teste. No periodo de 24 horas houve aumento na atividade pectinolitica pela fracdo
concentrada, evidenciando aumento da degradacédo dos compostos da parede celular. Nos
testes utilizando a casca de café robusta pré-tratada ndo houve atividade pectinolitica, uma
possivel explicacdo e o proprio pré-tratamento Liquid hot water, que solubiliza a pectina
presente na parede celular vegetal para o meio liquido. Outro fator importante seria 0s
compostos fendlicos que podem ser liberados durante o pré-tratamento inativando a
pectinase presente no extrato bruto e concentrado.

Nadhifah e seus colaboradores (2023) pesquisando sobre enzimas xilanase e
pectinase de ascomicetos marinhos realizaram o teste de hidrolise sobre diversos
substratos diversos (pectina e xilana) e cascas de maca, laranja e cacau. Os ensaios foram
realizados a 40°C observando os resultados as 0, 4, 24, 48 e 72 horas. Neste ensaio, foi
constatado que a partir da primeira hora ja havia producéo de monossacarideos como acido
galacturbnico pela pectinase e oligossacarideos como xilopentose, xilotetraose pela
xilanase.

O trabalho de Li et al., (2023) utilizando Bacillus subtilis para a hidrolise de okara
(residuo de extrato de soja e outros vegetais), utilizando a hidrélise acida conseguiram
medir a quantidade dos componentes da parede celular e utilizar diversas enzimas
(pectinase, xilanase, B -glicosidase) para a degrada¢édo dos compostos lignocelulésico do
okara.

Semenova e colaboradores (2023) fizeram uma pesquisa sobre a interagdo de
diversas arabinases sobre a polpa de beterraba e bagaco da macd. Das diversas
propor¢cdes de enzimas a que se destacou foi a adicdo de endoarabinase com
arabinofuranosidase ou arabinoxilana-arabinofuranidrolase com endroarabinase em 20 e
40%, sendo demonstrado a conversdo de grande parte do bagaco da macgad em

monossacarideos.

6.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
Na figura 21 pode ser observado as bandas proteicas do extrato bruto e da fracédo

concentrada. Apés a etapa de concentracdo ainda pode se ver que as multiplas bandas
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continuam mostrando que nas duas amostras existem as mesmas proteinas, porém em
concentracOes diferentes, evidenciando também a diversidade de proteinas presentes. Por
se tratar de uma amostra muito escura e dificil de se separar a pigmentacdo da enzima,

nao se obtiveram mais resultados relevantes.

kDa

Figura 21: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% do extrato bruto e fragdo concentrada
M: Marcador; EB: Extrato bruto; Con.: Concentrado
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7. Conclusodes

O Paecilomyces variottii foi capaz de produzir varias enzimas utilizando a casca de
café robusta pré-tratado como substrato, com uma producdo consideravel de
pectinase.

A maior atividade pectinolitica foi observada no periodo do sexto ao oitavo dia.

O extrato bruto concentrado teve atividade maxima a 60°C, nas faixas de pH 4 e 6,
se mantendo estavel a 30 e 60°C por 72h, ja o extrato bruto se manteve termoestével
na temperatura de 80°C.

O extrato bruto se mostrou estimulado pelos ions Ca?*, Cu?*, K*, Mg?*, Na* e o B-
mercaptoetanol, enquanto Co?*, Fe?, Mn?*, além do DTT e SDS inibiram
integralmente a atividade da pectinase.

O extrato bruto concentrado foi inibido pela maioria dos ions a 10mM e pelos
compostos fendlicos, enquanto o extrato bruto foi estimulado pelos compostos

fendlicos, com excecdo do acido tanico e galico.
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8. Perspectivas futuras
e Realizar purificacdo por cromatografia de troca idnica,
e Identificar as pectinases purificadas.

e Realizar zimograma da pectinase purificada.

e Realizar testes de viscosidade e clarificacdo de sucos e frutas.
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