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Resumo da Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Engenharia de 

Alimentos como parte dos requisitos necessários para a obtenção do Grau de Mestre em 

Engenharia de Alimentos.  

ESTUDO DA IMOBILIZAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DE 

POLIGALACTURONASE  

Gabriel Bonetto Bampi 

Dezembro/2010 

 

Orientadoras: Helen Treichel e Eunice Valduga. 

 

RESUMO: O desenvolvimento de técnicas de imobilização é muito importante para 

proteger as enzimas da intervenção com o solvente, meio no qual é realizada a reação, pois 

o mesmo poderia provocar inativação, impossibilitando a catálise da reação. Na maioria dos 

casos, após a imobilização, enzimas e micro-organimos mantem ou mesmo aumentam a sua 

atividade e estabilidade além de facilitar sua recuperação e reutilização. Neste trabalho, 

investigou-se a imobilização da enzima poligalacturonase (PG),  produzida por Penicillium 

brasilianum. A imobilização foi realizada por encapsulamento em suporte sólido por 

adsorção, baseado na geleificação do alginato de sódio e glutaraldeído, carvão ativado 

como suporte sólido orgânico, sacarose e extrato enzimático de poligalacturonase. As 

condições de imobilização da PG foram definidas empregando estratégia sequencial de 

planejamentos de experimentos. A máxima atividade de PG (17,28 U/mL) do extrato 

enzimático encapsulado foi obtida nas condições de imobilização de 5% (m/v) de alginato 

de sódio, 15% (v/v) de glutaraldeído, 3 % (m/v) de carvão ativado, 3 mL/L de extrato 

enzimático e 50 % (p/v) de sacarose em relação ao total de água e solução enzimática.  
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Avaliando a condição otimizada quanto a estabilidade em diversos pHs e temperaturas 

verificou-se que a enzima PG imobilizada apresentou os maiores tempos de meia vida (t1/2) 

a 55ºC (346,55 horas) e 25ºC (231,03 horas) e estabilidade em pH 4,0; 5,0 e 9,0 o que faz 

da imobilização um importante agente protetor possibilitando a aplicação industrial da 

enzima em produtos que requerem maior variação de pH. 

 

Palavras-Chave: Imobilização; Penicillium brasilianum; poligalacturonase; carvão 

ativado. 
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillment of 

the requirements for the Master in Food Engineering. 

STUDY OF THE IMMOBILIZATION AND PARTIAL CHARACTERIZ ATION OF 

POLYGALACTURONASE 

Gabriel Bonetto Bampi 

December/2010 

 

Advisors: Helen Treichel e Eunice Valduga. 

 

ABSTRACT: The development of techniques of immobilization is very important to 

protect the enzymes from the intervention with the solvent, where the reaction is done, 

because it could cause inactivation, making unable the catalyses of the reaction. In the 

majority of the cases, after the immobilization, enzymes and micro-organisms keep or even 

increase its activity and stability, besides facilitating its recovering and reuse. In this paper, 

it was investigated the immobilization of the polygalacturonases enzyme (PG), produced by 

Penicillium brasilianun. The immobilization was done through encapsulation in solid 

support for absorption, based on the gelling of the sodium alginate and glutaraldehyde, coal 

activated as an organic solid support, sucrose and polygalacturonases enzymatic extract. 

The conditions of the immobilization of the PG were defined using sequential strategy of 

experimental design. The maximum activity of the PG (17,28 U/mL) of the encapsulated 

enzymatic extract was obtained in the conditions of immobilization of 5% (m/v) of sodium 

alginate, 15% of (v/v) glutaraldehyde, 3% (m/v) of activated coal, 3 mL/L of enzymatic 

extract and 50% (p/v) of sucrose in relation to the total of water and enzymatic solution. 
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Evaluating the condition optimized in relation to the stability in different pHs and 

temperatures, it was verified that the enzyme PG immobilized presented the major values of 

half life (t ½) under 55°C (346,55 hours) and 25°C (231,03 hours) and stability in pH 4,0; 

5,0 and 9,0 what makes the immobilization an important protector agent enabling the 

industrial application of the enzyme in products which require more variation of pH. 

Key words: Immobilization; Penicillium brasilianun; polygalacturonases; activated coal. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Atualmente mais de 3.000 diferentes enzimas têm sido identificadas, muitas delas 

isoladas em sua forma pura. As enzimas podem ser encontradas em células animais, 

vegetais e micro-organimos, sendo consideradas catalisadoras, ou seja, elementos 

responsáveis por aumentar a velocidade de uma reação (DALLA-VECCHIA; 

NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

Os avanços tecnológicos dos últimos tempos permitiram um melhor conhecimento e 

caracterização enzimática expandindo largamente a utilização industrial das enzimas.  O 

uso de enzimas varia de indústrias alimentícias a têxteis e de detergentes, por exemplo. A 

utilização de enzimas em processos industriais tem sido apontada como um fator que reduz 

largamente a energia necessária para a obtenção de alguns produtos manufaturados 

(ALMEIDA et al., 2003; KASHYAP et al., 2001; UENOJO & PASTORE, 2007). 

 O potencial biotecnológico das pectinases tem chamado atenção de pesquisadores 

mundialmente pela diversidade de aplicações nos processos industriais (NIGHOJKAR et 

al., 2006). As pectinases formam um grupo heterogêneo de enzimas que degradam 

substâncias pécticas, hidrolisando ligações glicosídicas ao longo da cadeia carbônica. 

Enzimas pectinolíticas podem ser produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e 

leveduras (UENOJO & PASTORE, 2007). 

 As pectinases incluem pectina esterase, poligalacturonase, pectina liase, as quais 

variam conforme seu modo de ação.  A poligalacturonase (PG) é usada na indústria de 

alimentos sendo usualmente derivada de diversos fungos em especial  Aspergillus niger e 

Kluyveromyces marxianus (ZHENG & SHETTY, 2000). Na verdade, a busca de 

poligalacturonases com potencial industrial novo exige a descoberta de novas cepas 

microbianas e uma compreensão da relação estrutura-estabilidade desta enzima (TARI et 
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al., 2008). 

 As PGs fúngicas são requisitadas para diversos fins industriais, devido a uma maior 

atividade enzimática e uma faixa ótima de pH baixa, características adequadas para a 

maioria dos aplicativos industriais, especialmente nos setores de processamento de frutas e 

vegetais (DZIEZAK, 1991). Uma vez que as enzimas pectinolíticas são amplamente usadas 

no processamento de alimentos, é necessário estudar a sua perfomace durante a hidrólise e 

otimizar um processo de hidrólise enzimática de alto rendimento de pectina, utilizando-se 

baixo teor de enzimas (AKHNAZAROVA & KAFAROV, 1982). Para isso há um 

crescente interesse na preparação de pectinases imobilizadas para o uso em clarificação e 

despectinização de sucos de frutas, utilizando uma grande variedade de suportes e métodos. 

Na literatura, alguns métodos de imobilização tem sido desenvolvidas com o intuito de 

fornecer estabilidade as enzimas, facilitar sua recuperação e reuso (DALLA-VECCHIA; 

NASCIMENTO; SOLDI 2004; VILLENEUVE et al., 2000), empregando distintos 

materiais e métodos de preparação das microcápsula.  

 Com base neste contexto, este estudo visou avaliar a imobilização da 

poligalacturonase produzida a partir de Penicillium brasilianum, utilizando como 

ferramenta a técnica de planejamento experimental, bem como a caracterização parcial da 

enzima imobilizada em termos de temperatura e pH ótimos e de estabilidade. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ENZIMAS 

A denominação enzima, proposta em 1867 pelo alemão Wilhelm Kühne, deriva da 

expressão grega en zymç, que significa “em fermentação” (ROSAS, 2010). Segundo 

Hoondal (2002), as enzimas são consideradas substâncias biocatalizadoras complexas 

extremamente eficientes e altamente específicas, sintetizadas no interior das células vivas, 

mas que também exercem atividades fora delas. 

De maneira geral, as enzimas aumentam a velocidade das reações, pelo fato de 

diminuir a energia de ativação, formando mais rapidamente o complexo enzima-substrato e 

fazendo com que a reação ocorra mais rapidamente (UHLIG, 1998). 

Quimicamente elas são classificadas como proteínas com estrutura química 

especial. Sua molécula é chamada haloenzima e contém um centro ativo (apoenzima) e 

algumas vezes um grupo não protéico (coenzima) (BOBBIO & BOBBIO, 1995). Algumas 

enzimas não são capazes de atuar sozinhas, requerendo a presença de cofatores, que são 

elementos não protéicos necessários para que a atividade catalítica da enzima se manifeste. 

Os cofatores na realidade são cosubstratos, pois sofrem uma reação química durante a 

reação, estes incluem desde íons metálicos simples até moléculas orgânicas (WISEMAN, 

1991). 

De acordo com Harger (1982), as enzimas são obtidas a partir de três grandes 

fontes: vegetais superiores (papaína do mamão, bromelina do abacaxi); animais superiores 

(enzimas pancreáticas, pepsina, catalase, renina) e micro-organimos (como por exemplo, as 
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amilases, proteases, pectinases, invertases, celulases, entre outras) de origem fúngica ou 

bacteriana. 

As enzimas extraídas de diferentes fontes e que catalizam a mesma reação química, 

não são quimicamente idênticas. As estruturas terciárias do centro ativo de enzimas 

homólogas são obrigatoriamente parecidas para unir-se ao mesmo substrato e catalizar a 

mesma reação, mas as estruturas primárias podem conter sutis diferenças que gerarão 

pequenas trocas na estrutura terciária global, alterando assim as condições ótimas para o 

bom funcionamento enzimático (WISEMAN, 1991). 

O termo atividade enzimática se refere à produtividade da enzima sob condições 

padronizadas, descrevendo quanto de um dado substrato é convertido dentro de um 

determinado tempo e condição definida em um produto correspondente (UHLIG, 1998). A 

atividade da enzima é influenciada pela concentração de enzima, concentração de substrato 

e sua disponibilidade, concentração de cofatores, concentração e tipo de inibidor, o pH e a 

temperatura do meio. Todos estes parâmetros são analisados pela cinética enzimática 

permitindo um conhecimento da reação em estudo e permitindo-nos seu controle 

(WISEMAN, 1991). 

A estabilidade enzimática se refere à manutenção da capacidade catalítica em 

função do tempo, portanto a busca por enzimas de alta estabilidade apresenta grande 

interesse econômico (UHLIG, 1998). 

 

2.1.1 Enzimas Pectinolíticas 

Enzimas pectinolíticas ou pectinases são um grupo heterogêneo de enzimas que 

hidrolisam substâncias pécticas presentes em células vegetais (WHITAKER, 1990). As 

pectinas são polissacarídeos que possuem um alto peso molecular sendo compostas por um 
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complexo coloidal de polissacarídeos ácidos, formado de resíduos de ácido galacturônico 

unidos por ligações α 1-4, parcialmente esterificados por grupos metil éster e parcial ou 

completamente neutralizadas por uma ou mais bases (íons sódio, potássio ou amônio) 

(KASHYAP et al., 2000). 

O peso molecular das pectinas pode variar de 25 a 360 kDa (SAKAI et al., 1993), 

como pode ser observado na Tabela 1. 

     Tabela 1. Peso molecular de algumas substâncias pépticas 

Fonte Peso molecular (kDa) 

Maça e Limão 200 – 360 

Pêra e Ameixa 25 – 35 

Laranja 40 – 50 

Mel de Abelha 40 – 50 

Fonte: Sakai et al. (1993). 

 

2.1.1.1 Classificação 

As enzimas pectinolíticas são classificadas de acordo com o mecanismo de ataque a 

galacturona da molécula (MARTIN et al., 2004), dividindo as pectinases em três grupos: 

pectina esterase, despolimerizantes e protopectinases (SAKAI, 1992): 

a) Protopectinases são enzimas que solubilizam protopectina em pectina solúvel altamente 

polimerizada (KASHYAP et al., 2001). Além de este grupo ser pouco abundante, a 

degradação da pectina desperta pouco interesse comercial (ALKORTA et al., 1998). 

b) Pectina esterase (polimetilgalacturonato esterase, PMGE) catalisa a hidrólise dos 

grupos metil éster de pectina, convertendo pectina em pectato e liberando metanol 

(GUMMADI & PANDA, 2003). 
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c) Despolimerizantes são classificadas em dois grupos de acordo com a clivagem hidrolítica 

(hidrolase) ou transeliminativas (liases) das ligações glicosídicas, utilizando a ácido péctico 

ou pectina como substrato (ALKORTA et al., 1998), sendo que estas são subdivididas em: 

- Hidrolases: as hidrolases incluem as polimetilgalacturonases (PMG) e as 

poligalacturonases (PG). A PMG age hidrolisando polimetilgalacturonatos a 

oligometilgalacturonatos (RIZZATTO, 1999). Já a PG é a maior enzima com função 

hidrolítica, podendo apresentar ação endo- (randômica) ou exo- (sequencial) do ácido 

péctico (KASHYAP et al., 2001). Sua hidrólise ocorre nas ligações glicosídicas α 1-4, entre 

dois resíduos de ácido galacturônico (MUTLU et al., 1999). 

- Liases: as liases incluem polimetilgalacturato liase (PMGL) e a poligalacturonato liase 

(PGL). Ambas clivam ligações glicolíticas resultando em galacturonídeos (KASHYAP, 

2001). A PMGL quebra as ligações por transeliminação do hidrogênio dos carbonos da 

porção aglicona do substrato (pectina) (WHITAKER, 1994). A PGL catalisa a clivagem da 

ligação α 1-4, de ácido péctico por transeliminação (KASHYAP et al., 2001). 

 

2.1.1.2 Poligalacturonase (PG) 

A reação de despolimerização da pectina acontece quando a poligalacturonase 

catalisa a clivagem hidrolítica das ligações glicosídicas α-1,4, que se localizam entre os 

resíduos de ácido galacturônico da cadeia da pectina, com a introdução de água pela ponte 

de hidrogênio (RESENDE et al., 2004), conforme Figura 1. 
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Figura 1. Modo de ação das pectinases: (a) R=H e CH3 para PMG; (b) R=H para PE; (c) 

R=H para PGL e CH3 para PL. As flechas indicam o local onde a pectinase reage com a 

substância péctica (Sathyanarayana & Panda, 2003). 

 

As poligalacturonases podem proporcionar a clivagem dessa cadeia de diferentes 

formas. As exo-poligalacturonases (E.C. 3.2.1.67) promovem a redução da unidade externa 

ou terminal da cadeia poligalacturônica, resultando em um ácido galacturônico como 

produto da reação principal. Enquanto as endo-poligalacturonases (E.C. 3.2.1.15) podem 

catalisar o rompimento aleatório dessa ligação (KONNO; YAMASAKI; KATOH, 1983; 

ALKORTA et al., 1998), como ilustra a Figura 2. 
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Figura 2. Representação das Posições de ataque das exo e endo-poligalacturonase na 

molécula de pectina (Gava, 1998). 

 

 A poligalacturonase (PG) é uma hidrolase, despolimerizante caracterizada como a 

maior enzima com função hidrolítica (ELEGADO & FUJIO, 1993). PGs são produzidas 

por fungos, bactérias, nematóides e insetos (DE LOURENZO & FERRARI, 2002; 

GIRARD & JOUANIN, 1999; JAUBERT, 2002).  

 Preparações comerciais de poligalacturonases são utilizadas usualmente por 

indústrias de alimentos, sendo comumente produzidas a partir de Aspergillus niger ou 

Kluyveromyces marxiamus (ZHENG & SHETTY, 2000). 

O primeiro autor a descrever a produção de poligalacturonase por fungos foi Luh 

and Phaff em 1951, utilizando Saccharomyces fragilis (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999). 

A partir de Luh and Phaff a busca por diferentes micro-organimos com potencial (estrutura-

estabilidade) de produção de poligalacturonases, tem despertado interesses industriais 

(TARI et al., 2008). Nos últimos anos ocorreu um aumento significativo nas buscas por 

micro-organimos produtores de poligalacturonases provenientes de resíduos de processos 
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alimentícios (HART et al., 1991). Diversos trabalhos surgiram com novas opções de micro-

organimos para a produção da PG, conforme Tabela 2. 

Tabela 2. Lista de micro-organimos utilizados para produção de poligalacturonase (PG) e 

suas respectivas referências 

Micro-organimos Referência 

Aspergillus awamori Nagai et al. (2000) 

Aspergillus japonicus Hasunuma; Fukusaki; Kobayashi (2003) 

Aspergillus sojae Tari et al. (2008) 

Aureobasidium pullulans Manachini; Parini; Fortina (1988) 

Bacillus licheniformis Singh; Plattner; Diekmann (1999) 

Bacillus sp. Horikoshi (1990); Kapoor et al. (2000) 

Criptococcus albidus var. albidus Federici (1985) 

Fabospora macedoniensis Egorov et al. (1983) 

Fusarium oxysporum f. sp. Pietro & Roncero (1996) 

Geotrichum lactis Pardo; Lapenìa; Gacto (1991) 

Kluyveromyces fragilis Sakai & Takaoka (1984) 

Kluyveromyces marxianus 
Schwan & Rose (1994); Barnby; Morpeth; Pyle 

(1990); Almeida et al. (2003) 

Lentinus edodes Zheng & Shetty (2000) 

Mucor flavus Margo et al. (1994) 

Mucor pusilus Al-Obaidi; Aziz; Al-Bakir (1987) 

Neurospora rassa Polizeli; Jorge; Terenzi (1991) 

Penicillium frequentans Borin; Said; Fonseca (1996) 

Penicillium frequentans Favey et al. (1992) 

Penicillium griseoroseum Minussi et al. (1998) 

Rhizoctonia solani Marcus et al. (1986) 

Rhizopus stolonifer Manachini; Fortina; Parini (1987) 

Rhodotorula sp. Vaughn et al. (1969) 

Saccharomyces cerevisiae Bell & Etchells (1956); Blanco ; Sieiro ; Villa 
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continuação da Tabela 2... (1999); Macdonald & Evans (1996) 

Saccharomyces pastorianus Astapovich & Ryabaya (1997); Takao et al. (2001) 

Sclerotinia borealis Takao et al. (2000) 

Sclerotinia sclerotiorum Koboyashi et al. (1999) 

Sclerotium rolfsii Channe & Shewal (1995) 

Stereum purpureum Singh; Ramakrishna; Rao (1999) 

Thermococcus aurantiacus Takao et al. (2001) 

Yersinia enterocolitica Kashyap et al. (2000) 

 

2.1.2 Penicillium sp. 

Na natureza o Penicillium é  um fungo versátil, oportunista e saprofítico, sendo 

considerado patógeno que causa deteriorização no pós-colheita de frutas e vegetais. Se 

algumas espécies são patógenos, por outro lado, outras espécies do micro-organimo são 

utilizadas pelas indústrias de alimentos e indústrias farmacêuticas (LEISTNER, 1990). Em 

particular o Penicillium é conhecido pela produção do antibiótico penicilina, originalmente 

produzido pelo P. notatum e descoberto por Fleming em 1928 (SMITH; LILLY; FOX, 

1990). Na indústria de alimentos o Penicillium é reconhecido mundialmente na produção 

de queijos Roquefort (P. roqueforti) e Camembert (P. camembertii) (LEISTNER, 1990). 

 O gênero Penicillium tem sido utilizado como organismo modelo em diversas 

pesquisas, demonstrando suas diversas aplicações, podendo ser utilizado no 

micoparasitismo, biocontrole, secreção de metabólitos secundários, fontes de novos 

fármacos, fontes de enzimas de interesse industrial, dentre outras aplicações (GE et al., 

2008; KWON et al., 2002; LARSEN et al., 2007; TAKAHASHI & LUCAS, 2008). 
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 Este gênero de fungo compreende mais de 200 espécies descritas, sendo muitas 

comuns no solo, bem como contaminantes de origem alimentar ou de ingredientes 

alimentares utilizados na preparação de queijos e salsichas (PITT, 2000). 

 A cepa de Penicillium espécie brasilianum foi nomeada e caracterizada por Batista 

em 1957, devido às características morfológicas da colônia (FUJITA; MAKISHIMA; 

HAYASHI, 2002). 

Vários metabólitos ativos foram isolados a partir desta espécie (SCHÜRMANN; 

SALLUM; TAKAHASHI, 2010) dentre eles um novo componente com atividade 

convulsivante foi denominado brasiliamides: A, B, C, D e E (FILL et al., 2009). 

Alguns trabalhos têm surgido utilizando esta espécie para a produção de enzimas 

como xilanase, feruloil esterase e α-L-arabinofuranosidase (PANAGIOTOU; 

OLAVARRIA; OLSSON, 2007); celulases (JORGENSEN, 2003). O presente estudo visou 

utilizar o Penicillium brasilianum para a produção da PG. 

 

2.1.3 Aplicações industriais das pectinases 

As enzimas, de um modo geral, são amplamente utilizadas nos processos 

industriais, em razão da sua especificidade e do seu potencial catalítico. Entretanto, uma 

enzima torna-se comercialmente interessante somente se houver demanda ou possuir 

propriedades que atendam aos requerimentos técnicos e econômicos do processo em escala 

industrial (BRAVO et al., 2000). 

Pectinases de origem microbiana apresentam grande interesse comercial por sua 

vasta aplicação na indústria de alimentos, principalmente no processamento de frutas e 

vegetais (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999). 
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 A aplicação comercial das pectinases iniciou em 1930 na preparação de vinhos e 

sucos de frutas, mas somente a partir de 1960, quando os estudos de natureza química dos 

tecidos vegetais se tornaram mais aparentes, é que os cientistas começaram a utilizar as 

enzimas mais eficientemente (KASHYAP et al., 2000).  Foi estimado que em 2005 a 

indústria de enzimas vendeu US$ 1,7 a 2 bilhões (GODFREY & WEST, 1996), sendo a 

Novozyme (Dinamarca), Novartis (Suiça), Roche (Alemanha) e Biocon (Índia) as empresas 

com maior importância comercial na produção de pectinases (GUMMADI & PANDA, 

2003). 

 As pectinases apresentam diversas aplicações biotecnológicas, dentre elas, filtração 

e clarificação de sucos de frutas (BRAWMAN, 1981); tratamento preliminar para produção 

de vinhos (REVILLA & GANZALEZ SAN-JOSE, 2003); tratamento de tecidos vegetais 

(BOHDZIEWIEZ & BODZEK, 1994; CHARLEY, 1969); fermentação de café e chá 

(CARR, 1985); extração de óleos (SCOTT, 1978); nutrição animal (HOONDAL, 2000); 

enriquecimento protéico de alimentos infantis (LANG & DÖRNENBURG, 2000) e mais 

recentemente o uso pelas indústrias têxteis para degomagem das fibras, tratamento de água 

residual e também em indústrias de papéis e celulose (KASHYAP et al., 2001). 

 Para a maioria dos usos industriais a PG obtida de fungos tem demonstrado melhor 

aplicação devido a sua alta atividade enzimática em faixas de pH baixos, adequada a 

aplicação em processamentos de frutas e vegetais (DZIEZAK, 1991). 

 

2.2 IMOBILIZAÇÃO 

As enzimas estão sujeitas a inativação quando estocadas ou durante o seu uso por 

acometimento de fatores químicos, físicos ou biológicos. Para que a catálise seja eficiente 

em um determinado processo, há necessidade de proteger as enzimas da intervenção com o 
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solvente, meio no qual é realizada a reação, pois o mesmo poderia provocar inativação, 

impossibilitando a catálise da reação, para isso, a técnica de imobilização é utilizada para 

fornecer uma maior estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperação e reutilização 

(VILLENEUVE et al., 2000). 

 A imobilização enzimática é definida como o processo pelo qual o movimento das 

enzimas permaneça com espaço parcial ou totalmente restringido, dando lugar a uma 

enzima insolúvel em água. As enzimas imobilizadas são enzimas unidas, insolúveis e 

ligadas a uma matriz. As imobilizações catalíticas não são exclusivas a enzimas, sendo 

também utilizadas por catalisadores químicos (WISEMAN, 1991). 

 O principal objetivo da imobilização enzimática é obter um biocatalisador com 

atividade e estabilidade que não sejam afetadas durante o processo, em comparação à sua 

forma livre. Idealmente a enzima imobilizada deverá exibir uma capacidade catalítica 

superior, embora a imobilização possa inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da 

enzima em alguns casos. Além disso, não deverão ocorrer alterações estruturais, bem como 

modificações no sítio ativo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

 O aumento da atividade enzimática geralmente ocorre, pois a enzima quando 

imobilizada fica protegida pelo suporte frente às trocas de pH, temperatura, força iônica, 

forças de cisalhamento, interface ar-líquido entre outras variações do meio solvente em que 

se encontra (WISEMAN, 1991). 

 A imobilização pode ocorrer através de adsorção ou ligação em um material 

insolúvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligações cruzadas, 

confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulamento através de 

membrana polimérica (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 
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A Figura 3 mostra, esquematicamente, a classificação dos métodos utilizados para 

imobilização de enzimas. 

 

  

Figura 3. Métodos para imobilização de enzimas (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

 

 A imobilização de enzimas realizada em suportes sólidos faz com que as moléculas 

da enzima aumentem sua catálise e ainda facilite o reuso por mais tempo devido a sua fácil 

separação com o meio da reação (LEE et al., 2009). 

 

2.2.1 Encapsulamento 

A imobilização de um biocatalisador via inclusão, ou microencapsulação, consiste 

em “confinar” uma proteína em um polímero insolúvel ou em uma microcápsula. Neste 

sistema cria-se uma cela artificial que fica delimitada por uma membrana porosa. As 

enzimas, não são capazes de se difundir através desta membrana, por serem moléculas 

grandes, enquanto que pequenas moléculas, como substratos e produtos conseguem se 

difundir. As vantagens da utilização desta técnica é que a enzima não interage 
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quimicamente com o polímero evitando a desnaturação enzimática (DALLA-VECCHIA; 

NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

 A utilização de encapsulamento de tintas, drogas e outros compostos químicos já 

são conhecidos há mais tempo. Somente a partir dos anos 60 por Chang, 1964 que começou 

a aplicação de encapsulamento como técnica de imobilização de enzimas, a partir de então 

se tem imobilizado por encapsulamento um grande número de enzimas, usando distintos 

materiais e métodos de preparação das microcápsulas (WISEMAN, 1991). 

 O uso de agentes geleificantes naturais, como gelatina, agarose e k-carragenas estão 

sendo bastante utilizados na imobilização (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 

2004). Mais comumente tem-se utilizado para a encapsulação a união de dois ou mais 

polímeros (HERTZBERG; KVITTINGEN; ANTHOSEN, 1992). O alginato, de longe, é o 

polímero mais utilizado em imobilizações e microencapsulamentos (LIANG; LI; YANG, 

2000). 

 O suporte realizado pelo alginato geralmente ocorre pelas trocas do grupo carboxila 

do ácido α-L-gulurônico com uma solução catiônica como cloreto de cálcio, cloreto bário 

ou poli(L-lisina) (DRAGET; SKAK-BRAEK; SMIDSROD, 1997; SMIDSROD & SKAK-

BRAEK, 1990). A inter-relação entre o alginato e o cálcio explica a importância do uso de 

soluções contendo cálcio quando utilizado alginato como suporte da imobilização 

(TAQIEDDIN & AMIJI, 2004). 

Li et al. (2007) imobilizaram pectinases utilizando alginato como suporte e 

glutaraldeído como agente reticulante para facilitar a imobilização da enzima e para evitar a 

dessorção da mesma, combinação esta que rendeu uma atividade residual considerável de 

66 %. 
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2.3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Conforme apresentado no decorrer deste capítulo, não foram encontrados relatos na 

literatura a respeito da imobilização da enzima poligalacturonase (PG) de Penicillium 

brasilianum. 

Neste contexto, o presente trabalho vem suprir a lacuna encontrada na literatura, 

abordando de forma ampla o efeito de parâmetros de imobilização, bem como a 

caracterização parcial da enzima imobilizada. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 PRODUÇÃO DA POLIGALACTURONASE (PG) 

A cepa do fungo filamentoso Penicillium brasilianum utilizado neste estudo foi 

cultivada em Potato Dextrose Ágar (PDA) durante 7 dias a 30°C. Em seguida, a coleta dos 

esporos foi realizada adicionando-se 20 mL de solução aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e 

pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasco, para uma melhor remoção dos esporos. A 

suspensão resultante foi armazenada a 4°C até sua utilização, o que não ultrapassava um 

tempo máximo de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensão, retirada 

assepticamente, foi diluída de 10 a 103 vezes em solução aquosa estéril de Tween 80 

(0,1 % v/v). A suspensão resultante foi transferida para uma câmara de Neubauer para 

contagem dos esporos (FREIRE, 1996), sendo estas fixadas 5x106 esporos/mL (ZENI, 

2009). 

A bioprodução de PG foi realizada em biorreator de bancada (BIOSTAT® B-B. 

Braun Biotech International GmbH), segundo metodologia descrita por Zeni (2009), 

empregando-se meio composto por 32 g/L de pectina cítrica, 10 g/L de extrato de levedura 

e 0,05 g/L de sulfato de magnésio, agitação de 180 rpm, aeração de 1,5 vvm, pH inicial de 

4,5, 30ºC, tempo de produção de 72 horas. O pH inicial de todos os ensaios foi ajustado a 

4,5 com a adição de soluções de HCl (2 M) ou NaOH (2 M). O meio foi autoclavado a 1 

atm por 15 mim. As amostras foram coletadas após 72 horas de bioprodução, em seguida 

filtradas e imobilizadas. 
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3.2 IMOBILIZAÇÃO DA POLIGALACTURONASE (PG) 

A imobilização foi realizada por encapsulamento em suporte sólido por adsorção. O 

encapsulamento foi baseado na geleificação de alginato de sódio (copolímero linear dos 

ácidos D-manurônico e L-gulurônico da Vetec® e Cinética®) e glutaraldeído (Vetec®) 

para enrijecimento do gel, carvão ativado (Alpha LA 810 - Alphacarbo®) como suporte 

sólido orgânico, sacarose, água e extrato enzimático de poligalacturonase. A utilização da 

combinação alginato de sódio e glutaraldeído como suporte e agente reticulante foi baseada 

em estudo de Li et al. (2007).  

Para a imobilização em forma de microesferas, o gel contendo o extrato enzimático 

foi gotejado em uma solução gelada de tampão acetato e cloreto de sódio 0,05 M (1:1), 

permanecendo sob agitação constante durante o gotejamento, como pode ser observado na 

Figura 4. 

 

Figura 4. Formação de microesferas da enzima imobilizada. 
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Após a fixação total da enzima ao suporte, o imobilizado foi lavado com 100 mL de 

água destilada e 100 mL de tampão acetato. A enzima imobilizada foi conservada até o 

momento da medida de atividade em solução tampão acetato e cloreto de sódio 0,2 M, na 

proporção 1:1. 

Para estudar os efeitos das condições de imobilização da poligalacturonase foi 

utilizado um planejamento fatorial completo 23 composto por 8 ensaios mais 3 pontos 

centrais, totalizando 11 ensaios. As quantidades de sacarose e extrato enzimático foram 

fixados em 6,5 g/L e 3 mL/L, respectivamente, baseada em trabalhos prévios realizados 

com outras enzimas. No entanto as quantidades de alginato de sódio, glutaraldeído e carvão 

ativado variaram conforme os níveis descritos na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Variáveis e níveis utilizados no planejamento fatorial completo 23. 

Variáveis Independentes* Códigos Níveis 

-1 0 +1 

Alginato de Sódio (% m/v) X1 2,0 5,0 8,0 

Glutaraldeído  (% v/v) X2 5,0 10,0 15,0 

Carvão Ativado (% m/v) X3 3,0 5,0 7,0 

Variáveis Independentes Fixas: sacarose 6,5 g/L; extrato enzimático 3 mL/L. 

 

A partir dos resultados obtidos no planejamento 23 realizou-se um planejamento 

fatorial completo 22, incluindo 4 pontos axiais e 3 repetições do ponto central, deslocando 

os níveis das variáveis conforme o tratamento estatístico realizado no primeiro 

delineamento experimental, conforme apresenta a Tabela 4. Os valores de sacarose, extrato 
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enzimático e carvão ativado foram fixados em 6,5 g/L, 3 mL/L e 3 % (m/v), 

respectivamente. 

Tabela 4. Variáveis e níveis utilizados no planejamento fatorial completo 22. 

Variáveis 

Independentes* 

Códigos                         Níveis 

-1,41   -1  0 +1 +1,41 

Alginato (% m/v) X1 0,77 2,0 5,0 8,0 9,23 

Glutaraldeído  (% v/v) X2 7,95 10,0 15,0 20,0 22,05 

Variáveis Independentes Fixas: sacarose 6,5 g/L; extrato enzimático 3 mL/L e carvão 
ativado 3 % (m/v). 
  

3.3 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DA POLIGALACTURONASE 

IMOBILIZADA 

O estudo da enzima imobilizada foi realizado em termos de temperatura ótima, 

termoestabilidade, pH ótimo, e estabilidade de pH. A condição otimizada da imobilização 

da enzima foi avaliada através da atividade enzimática em diferentes temperaturas e valores 

de pH. As faixas de pH e temperatura avaliadas foram determinadas baseadas em estudos 

prévios (ZENI, 2009). 

 

3.3.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimática 

            Para o estudo do efeito da temperatura e pH na atividade enzimática realizou-se um 

delineamento composto central rotacional 22 (DCCR), totalizando 11 experimentos, (22 

ensaios com 2 pontos axiais para cada variável independente e 1 ponto central para cada 

variável independente repetido 3 vezes). O tempo total de reação foi de 6 minutos e as 

faixas de pH e temperatura estudadas são apresentadas na Tabela 5. Os resultados foram 



35 
 

 

analisados usando o software Statistica® 7.0 Statsoft Inc., determinando os valores ótimos 

destas variáveis para máxima atividade enzimática. 

Tabela 5. Variáveis e níveis estudados no DCCR (22), para otimização da atividade PG. 

Variáveis Independentes / Níveis -1,41 -1 0 1 1,41 

pH 3,0 3,4 4,5 5,5 6,0 

Temperatura (°C) 30,0 37,0 55,0 73,0 80,0 

 

 

3.3.2 Efeito do pH na estabilidade da enzima imobilizada 

 A estabilidade da poligalacturonase foi testada incubando a enzima imobilizada em 

tampão acetato de sódio 0.1 M nas faixas de pH 4.0; 5.0; 7.0 e 9.0 a uma temperatura de 

40°C. O pH foi ajustado com diferentes tampões:  biftalato de potássio/HCl (0,1 M) para o 

pH 4,0, fosfato de sódio (0,1 M) para os pHs 5,0 e 7,0, e Solução de Kolthoff (0,1 M) para 

o pH 9,0. As amostras foram retiradas em determinados intervalos de tempo medindo-se a 

atividade enzimática pelo método DNS, como descrito no Item 3.3.4. 

 

3.3.3 Efeito da estabilidade da enzima imobilizada em baixa e altas temperaturas 

 O efeito da estabilidade da poligalacturonase nas diversas temperaturas foi realizado 

conservando as enzimas imobilizadas em solução tampão acetato e cloreto de sódio 0,2 M, 

na proporção 1:1. As amostras foram armazenadas nas temperaturas de 4; 25; 35; 45 e 55ºC 

e em determinados intervalos de tempo realizou-se as medidas de atividade a fim de 

acompanhar a estabilidade da enzima. A atividade da poligalacturonase foi determinada 

conforme o Item 3.3.4. 



36 
 

 

 

3.3.4 Determinação da atividade da poligalacturonase (PG) 

 A atividade da poligalacturonase (PG) foi determinada pela medida da liberação de 

grupos redutores usando-se o método do ácido dinitrosalicílico (DNS), proposto 

inicialmente por Miller (1959), com algumas modificações. 

 A solução de DNS foi preparada dissolvendo-se, a quente, 10,6 g de ácido 3,5- 

dinitrosalicílico e 19,8 g de NaOH em 1416,0 mL de água destilada. A seguir foram 

adicionados 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de metabissulfito de sódio. 

 Inicialmente, preparou-se 1000 µL de substrato (solução 0,5 % de pectina cítrica 

(Sigma) em tampão acetato pH 4,5) e incubou-se a 40 °C por 15 minutos para estabilização 

de temperatura. A seguir, 1 g de microesferas de enzima imobilizada foram adicionadas ao 

substrato e a reação incubada a 40 °C por 6 minutos. Logo, foi retirado 1500 µL da reação 

do substrato com as enzimas imobilizadas, adicionou-se 1000 µL de solução de DNS, a 

mistura foi mantida em ebulição por 8 minutos para formação de cor, resfriada em banho de 

gelo e adicionados 8,0 mL de solução 50 mM de tartarato duplo de sódio-potássio para 

estabilização de cor.  

 A absorbância foi medida em espectrofotômetro Beckman Coutler, modelo DU640, 

a 540 ηm, contra o branco. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1 µmol de ácido galacturônico por minuto (U=µmol/min) 

segundo uma curva padrão estabelecida com ácido α-D-galacturônico (Fluka Chemica, 

massa molecular 212,16) como açúcar redutor. A atividade da poligalacturonase foi 

expressa em unidade de atividade por mL (U/mL). As análises foram realizadas em 

triplicata. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Neste item serão apresentados os resultados referentes aos planejamentos da 

imobilização da poligalacturonase (PG) produzida a partir de Penicillium brasilianum em 

biorreator, bem como sua caracterização parcial e avaliação da estabilidade. 

 

4.1 IMOBILIZAÇÃO DA POLIGALACTURONASE 

Utilizando a ferramenta de planejamento experimental foi possível investigar a 

influência das variáveis em um processo e a forma de interação entre estas variáveis, bem 

como obter o valor das variáveis que otimizam os resultados. 

A Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento 23 com os valores codificados (reais) 

das variáveis independentes do suporte da enzima (alginato de sódio, glutaraldeído e carvão 

ativado) estudadas e as respostas em atividade da poligalacturonase (PG). Nesta etapa, a 

concentração de água foi fixada em 10 mL/L, a concentração da solução enzimática em 

3 mL/L e a sacarose em 50 % (m/v) em relação ao total de água e solução enzimática para 

todos os experimentos, correspondendo a 6,5g/L, conforme Risso et al. (2010). A máxima 

atividade da poligalacturonase (5,07 U/mL) foi obtida no ensaio 4, no qual utilizou-se as 

maiores concentrações de alginato de sódio (8 %) e glutaraldeído (15 %), e menor 

concentração de carvão ativado (3 %). 
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Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial completo 23 (valores reais e codificados) e 

resposta em atividade da poligalacturonase. 

*X 1= Alginato de Sódio (%), X2= Glutaraldeído (%), X3= Carvão ativado (%). Variáveis 

independentes fixas: extrato enzimático (3 mL/L), sacarose (6,5 g). 

 

A Figura 5 apresenta o gráfico de Pareto com os efeitos estimados das variáveis 

estudadas. Verifica-se que as variáveis independentes concentração de alginato de sódio e 

glutaraldeído apresentaram efeito positivo significativo no nível de confiança de 95 %, o 

que significa que quando a concentração e/ou faixa desta variável aumentar do nível -1 para 

o +1 possivelmente ocasionará um aumento na atividade enzimática. Entretanto, a variável 

carvão ativado não apresentou efeito significativo (p<0,05). 

Ensaios Variáveis Independentes* PG 

(U/mL)  X1 X2 X3 

1 -1 (2) -1 (5) -1 (3) 0,89 

2 1 (8) -1 (5) -1 (3) 1,38 

3 -1 (2) 1 (15) -1 (3) 1,13 

4 1 (8)  1 (15) -1 (3) 5,07 

5 -1 (2) -1 (5) 1 (7) 0,81 

6 1 (8) -1 (5) 1 (7) 1,40 

7 -1 (2) 1 (15) 1 (7) 1,27 

8 1 (8) 1 (15) 1 (7) 3,28 

9 0 (5) 0 (10) 0 (5) 1,69 

10 0 (5) 0 (10) 0 (5) 1,46 

11 0 (5) 0 (10) 0 (5) 1,77 
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-3,75

13,77

15,44

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

(3)Carvão

(2)Glutaraldeído

(1)Alginato

 

Figura 5. Gráfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variáveis testadas no 

planejamento 23, para a atividade da poligalacturonase (U/mL) do material imobilizado. 

 

Com base nos resultados observados foi realizado um planejamento fatorial 

completo 22, deslocando os níveis de glutaraldeído para valores superiores, a fim de 

melhorar a atividade da poligalacturonase. Em relação ao alginato de sódio, a faixa de 

estudo foi mantida, uma vez que seu aumento acarretaria na impossibilidade de formação 

das esferas de imobilização, devido à alta viscosidade do sistema. A Tabela 7 apresenta a 

matriz do planejamento fatorial 22 completo (com 4 pontos axiais) e as respostas em 

atividade enzimática (PG). 

A máxima atividade de PG foi encontrada nos ensaios do ponto central 

(~17,28U/mL), correspondendo à concentração de 5 % de alginato de sódio e 15 % de 

glutaraldeído na composição do suporte da imobilização. 
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Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial 22 completo (valores codificados e reais) e 

resposta em atividade da poligalacturonase. 

Ensaios Variáveis Independentes* PG (U/mL) 

X1 X2 

1 -1 (2) -1 (10) 5,13 

2 1 (8) -1 (10) 16,09 

3 -1 (2) 1 (20) 9,26 

4 1 (8) 1 (20) 6,23 

6 -1,41 (0,77) 0 (15) 12,11 

7 +1,41 (9,23) 0 (15) 12,04 

8 0 (5) -1,41 (7,95) 8,13 

9 0 (5) +1,41 (22,05) 7,46 

10 0 (5) 0 (15) 17,00 

11 0 (5) 0 (15)            17,15 

12 0 (5) 0 (15) 17,70 

*X 1= Alginato (%), X2= Glutaraldeído (%). Variáveis independentes fixas: carvão ativado 3%, 

extrato enzimático 3 mL/L e sacarose 6,5 g/L. 

 

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de regressão, erro padrão, valores de p e t, para 

a atividade da poligalacturonase em função das variáveis avaliadas. As concentrações de 

alginato de sódio e glutaraldeído demonstraram uma influência positiva (p<0,05) sobre a 

atividade da poligalacturonase. 
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Tabela 8. Coeficientes de regressão e erro padrão, valores de p e t do planejamento fatorial 

completo 23 para atividade de poligalacturonase 

  

Coeficientes de  

Regressão 

Erro padrão t(2) P 

Média* 17,28 0,90 19,19 <0,001 

(1)Alginato (L) 0,98 0,55 1,77 0,134 

Alginato (Q)* -2,80 0,65 -4,25 0,008 

(2)Glutaraldeído (L) -0,83 0,55 -1,51 0,189 

Glutaraldeído (Q)* -4,95 0,65 -7,51 0,001 

1L.2L* -3,49 0,77 -4,48 0,006 

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05) 

 

A Equação 1 apresenta o modelo codificado de segunda ordem, que descreve a 

atividade da poligalacturonase em função das variáveis analisadas (alginato de sódio e 

glutaraldeído), dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela análise de variância 

(Tabela 9), onde se obteve um coeficiente de correlação de 0,97 e o F calculado de 3,43 

vezes maior que o valor tabelado. O coeficiente de correlação quantifica a qualidade do 

ajustamento, pois fornece uma medida da proporção da variação explicada pela equação de 

regressão em relação à variação total das respostas, variando de 0 a 100 % (RODRIGUES 

& IEMMA, 2005). O valor de F apresenta a razão entre o F calculado e o F tabelado, ou 

seja, sempre que esta relação for maior que 1, a regressão é estatisticamente significativa, 

havendo relação entre as variáveis independentes e dependentes. Para que uma regressão 
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seja não apenas estatisticamente significativa, mas também útil para fins preditivos, o valor 

da razão deve ser no mínimo maior que 4 (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,  

1995). 

 

Tabela 9. Análise de variância das condições de imobilização da PG frente à atividade 

enzimática do planejamento completo 22, com 4 pontos axiais. 

Fontes de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrados 

médios 

F 

Calculado 

Regressão 210,90 5 42,18 17,34 

Resíduo 12,16 5 2,43  

Total 223,07 10   

Coeficiente de Correlação R= 0,97, Ftab,95%=5,05 

Equação 1: 

PG: 17,28 + 0,98X1
 – 2,80X1

2
 – 0,83X2 -4,95X2

2
 – 3,49X1X2 

Onde: PG = Atividade de PG (U/mL); X1= Alginato de sódio (g/L); X2= Glutaraldeído 

(g/L). 

A máxima produção de PG (17,28 U/mL) ficou localizada na região próxima aos 

pontos centrais (5 % de alginato de sódio e 15 % de glutaraldeído), os quais caracterizam a 

otimização da imobilização da enzima, dentro da faixa estudada. 

Existem poucos trabalhos na literatura que relatam os efeitos dos agentes 

imobilizantes na imobilização de poligalacturonase. A importância da utilização de alginato 

de sódio como suporte é comprovada por Taqieddin e Amiji (2004), que analisando o uso 

de alginato e quitosana ilustraram um novo método para preparar microcápsulas, visando à 
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utilização na imobilização de enzimas, células e micro-organimos, de tal forma que o 

agente biológico fica protegido no núcleo pelo alginato e as propriedades de transporte são 

realizadas pela quitosana, na parte externa. 

A ativação de suportes com glutaraldeído é uma das mais populares técnicas para 

imobilizar enzimas. Em alguns casos o glutaraldeído permite a melhora na estabilidade 

enzimática, além de ser utilizado para reticulações intermoleculares nas proteínas ou para 

modificar a adsorção de proteínas em suportes aminados (BETANCOR et al., 2006). 

Estudo realizado por Song  et al., (2010) avaliaram a utilização de pré-tratamento com 

lactose na imobilização de β-galactosidase em sílica gel com uso de glutaraldeído como 

ligante, foi observado que a utilização do pré-tratamento com lactose demonstrou maior 

estabilidade enzimática frente ao não tratamento prévio, o que confere um maior sucesso na 

aplicação industrial da enzima. 

Spagna, Pifferi, Gilioli (1995), ao imobilizar  pectinato liase em suporte inorgânico 

observaram que a utilização de glutaraldeído ativado com bentonita na presença de 

albumina, embora apresente uma baixa atividade à enzima permaneceu estável em 

temperatura e pH baixos, por um ótimo tempo, aproximadamente 650 horas. 

A utilização do carvão ativado como suporte enzimático corrobora sua importância 

como mostra o artigo de Menoncin et al., (2009) ao analisar dois diferentes suportes 

hidrofóbicos para imobilização de lipase, observaram que a utilização de carvão ativado 

como suporte apresentou melhores resultados quando comparada a imobilização com resina 

polimérica. 

Novos estudos tem demonstrado que a imobilização de enzimas em superfície sólida 

induzida por pressão foi considerada como método rápido, simples e eficiente, segundo 



44 
 

 

Kannoujia, Ali, Nahar (2009). Este método não gera calor durante a imobilização e pode 

ser aplicado em imobilizações de biomoléculas sensíveis a aumentos de temperatura. 

Deve-se ressaltar, no entanto, que as comparações entre os dados experimentais nem 

sempre são consistentes, visto as variações de métodos de fermentação, extração das 

enzimas, quantificação e expressão das atividades enzimáticas. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DA POLIGALACTURONASE 

Os métodos de caracterização enzimática tornam-se muito importantes para 

verificar a aplicabilidade industrial das enzimas. Nesta avaliação torna-se possível avaliar a 

temperatura e pH ótimo, estabilidade térmica e estabilidade ao pH. 

 

4.2.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimática 

O pH ótimo e a temperatura para atividade da PG foram determinados através da 

execução de um delineamento composto central rotacional 22, totalizando 11 experimentos, 

(22 ensaios com 2 pontos axiais para cada variável independente e 1 ponto central para cada 

variável independente repetido 3 vezes). A Tabela 10 apresenta a matriz em termos de 

atividade da poligalacturonase para efeito de pH e temperatura. Os maiores valores de 

atividade enzimática obtidos experimentalmente foram de 10,64 U/mL (experimento 9) 

seguida do experimento 2 (10,34 U/mL). Os resultados mostram que as melhores atividades 

enzimáticas foram obtidas em diferentes temperaturas (80 e 37°C, respectivamente), já em 

termos de pH, as atividades mais elevadas encontram-se nos ensaios onde os maiores 

valores de pH (4,5 e 5,5, respectivamente) foram aplicados. 
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Tabela 10. Matriz do delineamento composto central rotacional 22 (valores codificados e 

reais) e resposta em atividade da poligalacturonase. 

Ensaios Variáveis Independentes* PG (U/mL) 

X1 X2 

1 -1 (3,4) -1 (37) 0,31 

2 1 (5,5) -1 (37) 10,34 

3 -1 (3,4) 1 (73) 3,00 

4 1 (5,5) 1 (73) 8,68 

6 -1,41 (3) 0 (55) 3,35 

7 +1,41 (6) 0 (55) 7,97 

8 0 (4,5) -1,41 (30) 0,00 

9 0 (4,5) +1,41 (80) 10,64 

10 0 (4,5) 0 (55) 9,50 

11 0 (4,5) 0 (55) 9,30 

12 0 (4,5) 0 (55) 9,23 

*X 1= pH, X2= temperatura (ºC). 

 

Os resultados apresentados referente à atividade da PG foram tratados 

estatisticamente para a avaliação dos efeitos de cada variável independente sobre a 

resposta. A Figura 6 (Gráfico de Pareto) que apresenta a análise dos efeitos das variáveis 

estudadas na atividade enzimática, demonstra que apenas o pH apresentou efeito 

significativo (p<0,05), o que demonstra que apenas as variações de pH interferem 

significativamente no processo. 
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Figura 6. Gráfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variáveis testadas no 

DCCR, para a atividade da poligalacturonase (U/mL) do material imobilizado. 

 

 Na literatura disponível, observa-se que as temperaturas e pH ótimos da PG, variam 

em função da cepa utilizada, do extrato enzimático e/ou das condições de cultivo. Gomes et 

al. (2010) ao produzir PG por Aspergillus niger  obteve máxima atividade (72,93 U/mL) 

em pH 5,5 a 37ºC.  

Kappor et al. (2000) ao produzir e caracterizar parcialmente PG a partir Bacillus sp. 

observou em pH 10,0 a máxima atividade e a enzima manteve mais de 86 % da atividade 

em uma faixa de pH 8,5 – 12,0 a 60ºC. A temperatura ótima para a enzima PG no estudo de 

Grade et al. (2003) ficou entre 35 e 50ºC e o pH entre 3,5 e 5,5. Quiroga et al. (2009) em 
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estudo com a enzima exo-poligalacturonase produzida por Pycnoporus sanguineus obteve 

pH ótimo de 4,8 e temperatura ótima na faixa de 50 e 60ºC.  

A atividade ótima da PG foi relatada em faixa próxima a pH 5 por Tari et al. (2008), 

pH 4 a 5,5 por Jayani et al. (2005) e Gummadi e Panda (2003). Em estudo de Jacob et al. 

(2008) com poligalacturonase purificada a atividade ótima foi exibida em pH 6,0 a 50ºC. 

No estudo de Cordeiro & Martins (2009) a atividade da PG aumentou com a 

elevação da temperatura, atingindo seu valor máximo a 70ºC e pH em torno de 7,0. 

Contrário a essa temperatura, trabalho de Souza et al. (2010) a enzima PG foi 

completamente desativada quando incubada a temperatura acima de 70ºC, durante 20 

minutos. 

Convém salientar que os estudos relatados acima referem-se todos a enzima em sua 

forma livre, não permitindo a comparação direta, visto que a enzima caracterizada no 

presente trabalho encontra-se imobilizada. 

  

4.2.2 Estabilidade da atividade da poligalacturonase (PG) 

O estudo da estabilidade é importante, pelo fato de permitir observar o 

comportamento da enzima e quanto de sua atividade inicial é mantida ao longo do 

armazenamento. O estudo cinético foi realizado a partir da imobilização da enzima sob 

condição experimental otimizada, tendo como objetivo avaliar a estabilidade da atividade 

da poligalacturonase em função do tempo em diversos pHs e temperaturas. 
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4.2.2.1 Influência do pH no estudo da estabilidade para a enzima poligalacturonase 

 Os resultados apresentados na Tabela 11 e na Figura 7 referem-se ao 

comportamento da PG imobilizada em diferentes pHs. A análise dos resultados 

demonstram que nos diferentes pHs avaliados (4,0; 5,0 e 9,0), comportamentos similares 

foram obtidos, os quais apresentaram depois de 67 horas de reação, redução de 73,8; 73,4 e 

73,3 % de atividade, respectivamente. Porém, em pH 7,0 houve uma desestabilização na 

imobilização, degradando as microesferas já na primeira hora de teste, impossibilitando as 

demais medidas de atividade. 

 

Tabela 11. Valores das atividades enzimáticas versus os pHs estudados em função do 
tempo. 

    Tempo 

         (h) 

 

4,0 

             pH 

5,0 

 

7,0 

 

9,0 

0 38,26 38,34 38,28 38,35 

1 20,44 20,14 - 18,85 

5 18,09 20,47 - 19,89 

9 17,98 17,97 - 17,58 

27 16,46 16,53 - 17,11 

43 19,37 19,06 - 19,70 

59 18,47 18,54 - 17,32 

           67 10,01 10,21               - 10,25 

 

 A estabilidade do pH para a enzima bruta foi recentemente reportada por Gomes et 

al. (2010), a PG produzida por Aspergillus niger apresentou estabilidade de 173 horas de 
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incubação em pH 5,0, estabilidade esta maior que a observada neste estudo. 

 A estabilidade da PG foi menor no estudo de Cordeiro e Martins (2009) que 

observaram estabilidade de apenas 2 horas em valores de pH entre 6,0 e 7,5. A baixa 

duração da estabilidade desta enzima bruta também foi relatada por Kapoor et al. (2000) a 

partir de PG produzida por Bacillus sp. a qual foi estável por 24 horas na faixa de pH de 7 a 

12 retendo 80 % de sua atividade. 

 Conforme Souza et al. (2010) a PG presente do extrato bruto de Aspergillus niger 

demonstrou estabilidade entre o pH 3,5 e 5,5 sendo instável em pH acima de 6,5. Já em 

estudo de Martins et al. (2002) ao avaliar a PG produzida por Thermoascus aurantiacus o 

pH com maior estabilidade mantendo 85% de atividade foi de 7,0 a 8,0. 

 A PG imobilizada neste estudo demonstrou estabilidade em pH 4,0, pH 5,0 e pH 9,0 

o que faz da imobilização um importante agente protetor possibilitando a aplicação 

industrial da enzima em produtos que requerem maior variação de pH. 

 

 

Figura 7. Influência do pH na estabilidade da poligalacturonase imobilizada. 

 



50 
 

 

4.2.2.2 Estabilidade da enzima imobilizada em diferentes temperaturas 

 Os resultados obtidos do decaimento da atividade enzimática da poligalacturonase 

em função do tempo de incubação em diferentes temperaturas, no intervalo de 4 a 55oC, 

estão apresentados nas Tabelas 12, 13, 14, 15 e 16.  

 Observando as faixas de temperaturas estudadas foi possível perceber que em todas 

as temperaturas avaliadas não houve comportamento distinto entre as diferentes 

temperaturas de armazenamento em teste. As cinco formas de armazenamento, 

apresentaram oscilações, ou seja em determinados períodos diminuição da atividade e, em 

outros, acréscimo. O comportamento foi semelhante em todas as temperaturas de 

armazenamento, obtendo queda de mais de 50 % da atividade enzimática em 67 horas de 

teste para as incubações a 4, 25, 35 e 55ºC. No entanto, a enzima armazenada há 45ºC o 

decréscimo já foi observado nas 59 horas.  

 O tempo de estabilidade da PG imobilizada deste estudo foi maior que em trabalho 

realizado por Kapoor et al. (2000) que demonstraram queda de 50 % da atividade da 

poligalacturonase não imobilizada e incubada a 60ºC, 70ºC e 80ºC de apenas 120, 118 e 20 

minutos, respectivamente. Já em estudo de Gomes et al. (2010) a PG não imobilizada 

produzida de Aspergillus niger obteve longa estabilidade em 55ºC chegando a quase 400 

horas. 
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Tabela 12. Perfis de atividade da PG imobilizada a temperatura de 4ºC. 

Tempo (h) A/A0 Atividade Relativa (%) 

0 1,00 100 

1 0,80 80,1 

5 1,70 170,6 

9 1,31 131,7 

19 1,28 128,0 

27 0,97 97,3 

43 0,88 88,2 

59 0,69 69,4 

67 0,39 39,1 

 

Tabela 13. Perfis de atividade da PG imobilizada a temperatura de 25ºC. 

Tempo (h) A/A0 Atividade Relativa 

0 1,00 100 

1 0,81 81,0 

5 1,45 145,0 

9 1,33 133,3 

19 1,21 121,5 

27 0,91 91,1 

43 1,19 119,0 

59 1,17 117,1 

67 0,30 30,2 
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Tabela 14. Perfis de atividade da PG imobilizada a temperatura de 35ºC. 

Tempo (h) A/A0 Atividade Relativa 

0 1,00 100 

1 0,80 80,1 

5 1,43 143,2 

9 0,92 92,1 

19 1,27 126,7 

27 1,15 115,4 

43 1,19 119,1 

59 1,65 165,5 

67 0,45 45,3 

 

Tabela 15. Perfis de atividade da PG imobilizada a temperatura de 45ºC. 

Tempo (h) A/A0 Atividade Relativa 

0 1,00 100 

1 0,51 51,2 

5 0,54 54,0 

9 0,51 51,1 

19 0,51 51,3 

27 0,51 51,0 

43 0,50 50,8 

59 0,48 48,0 

67 0,29 29,1 

 



53 
 

 

Tabela 16. Perfis de atividade da PG imobilizada a temperatura de 55ºC. 

Tempo (h) A/A0 Atividade Relativa 

0 1,00 100 

1 0,51 51,1 

5 0,52 52,0 

9 0,52 52,2 

19 0,51                   51,0 

27 0,51 51,0 

43 0,51 51,1 

59 0,50 50,9 

67 0,33 32,8 

 

 

Os dados obtidos experimentalmente foram avaliados em termos de ln A/Ao versus 

tempo e obtendo-se desta forma o valor de Kd (constante de desativação térmica) para cada 

temperatura, como mostra a Tabela 17. A expressão utilizada para determinar os valores de 

Kd foi: Kd (teórico) = Kdo * exp(-Ed/RT), sendo T = temperatura em Kelvin. 

Outro parâmetro imprescindível utilizado quando se avalia a estabilidade enzimática 

é o tempo de meia vida, t1/2, que corresponde ao intervalo de tempo necessário, a uma dada 

temperatura para que a enzima tenha sua atividade reduzida a 50 % da atividade inicial. Os 

valores dos tempos de meia vida (horas) foram calculados de acordo com a equação t1/2= -

ln0,5/Kd, para cada temperatura estudada, sendo que a Tabela 17 apresenta os valores de 

meia vida experimental. 
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Tabela 17. Valores de Kd e tempos de meia vida estimados para enzima PG imobilizada. 

T (ºC) T(K) Kd t 1/2 (h) 

25 298,15 0,003 231,03 

35 308,15 0,009 77,01 

45 318,15 0,009 77,01 

55 328,15 0,002 346,55 

 

  

 Zeni (2009) ao avaliar a constante de desativação térmica (Kd) e o tempo de meia 

vida (t1/2) da enzima PG produzida por Penicillium brasilianum, observaram que os maiores 

tempos de meia vida foram nas temperaturas de 55ºC (693,10 horas), 25ºC (346,55 horas), 

da mesma forma a enzima PG imobilizada neste estudo apresentou seus maiores tempos de 

meia vida a 55ºC (346,55 horas) e 25ºC (231,03 horas). Embora a imobilização não tenha 

provocado aumento no tempo de meia vida da enzima, as temperaturas que apresentaram 

maior tempo de meia vida foram exatamente às mesmas. 
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5 CONCLUSÃO 

 A máxima atividade de PG (17,28 U/mL) do extrato enzimático encapsulado foi 

obtida nas condições de imobilização de 5% (m/v) de alginato de sódio, 15% (v/v) de 

glutaraldeído, 3 % (m/v) de carvão ativado, 3 mL/L de extrato enzimático  e 50 % (p/v) de 

sacarose em relação ao total de água e solução enzimática.  

 Avaliando a condição otimizada quanto a estabilidade em diversos pHs e 

temperaturas verificou-se que a enzima PG imobilizada apresentou os maiores tempos de 

meia vida (t1/2) a 55ºC (346,55 horas) e 25ºC (231,03 horas) e estabilidade em pH 4,0, pH 

5,0 e pH 9,0 o que faz da imobilização um importante agente protetor possibilitando a 

aplicação industrial da enzima em produtos que requerem maior variação de pH. 
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6 SUGESTÕES 
 

Realizar a imobilização de outras pectinases produzidas pelo micro-organismo 
Penicillium brasilianum. 

Aplicar as enzimas imobilizadas em reações de interesse na indústria de alimentos. 

Avaliar a possibilidade de reutilização da enzima imobilizada. 
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