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RESUMO: O desenvolvimento de técnicas de imobifipag¢ muito importante para
proteger as enzimas da intervencdo com o solverdi®, no qual € realizada a reacao, pois
0 mesmo poderia provocar inativacdo, impossibititaa catalise da reacdo. Na maioria dos
casos, ap0s a imobilizacdo, enzimas e micro-organimantem ou mesmo aumentam a sua
atividade e estabilidade além de facilitar sua pecacdo e reutilizacdo. Neste trabalho,
investigou-se a imobilizacédo da enzima poligalawtase (PG), produzida pBenicillium
brasilianum. A imobilizacdo foi realizada por encapsulamento smporte sélido por
adsorcdo, baseado na geleificacdo do alginato de® &0 glutaraldeido, carvédo ativado
como suporte sélido organico, sacarose e extrarimético de poligalacturonase. As
condicbes de imobilizacdo da PG foram definidasreggndo estratégia sequencial de
planejamentos de experimentos. A maxima atividadeP& (17,28 U/mL) do extrato
enzimatico encapsulado foi obtida nas condi¢coesabilizacdo de 5% (m/v) de alginato
de sddio, 15% (v/v) de glutaraldeido, 3 % (m/v)cdevao ativado, 3 mL/L de extrato

enzimatico e 50 % (p/v) de sacarose em relacémtab de agua e solugdo enzimatica.



Avaliando a condicdo otimizada quanto a estabikdath diversos pHs e temperaturas
verificou-se que a enzima PG imobilizada apreseasomaiores tempos de meia vidgp)t

a 55°C (346,55 horas) e 25°C (231,03 horas) eikdsale em pH 4,0; 5,0 e 9,0 0 que faz
da imobilizacdo um importante agente protetor pdgsindo a aplicacdo industrial da

enzima em produtos que requerem maior variacadide p

Palavras-Chave Imobilizacdo; Penicillium brasilianum poligalacturonase; carvéo

ativado.
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ABSTRACT: The development of techniques of immdaition is very important to
protect the enzymes from the intervention with fadvent, where the reaction is done,
because it could cause inactivation, making un#iidecatalyses of the reaction. In the
majority of the cases, after the immobilizationzymes and micro-organisms keep or even
increase its activity and stability, besides fa&ilng its recovering and reuse. In this paper,
it was investigated the immobilization of the pa@jarturonases enzyme (PG), produced by
Penicillium brasilianun The immobilization was done through encapsulationsolid
support for absorption, based on the gelling ofse@ium alginate and glutaraldehyde, coal
activated as an organic solid support, sucrosepagbalacturonases enzymatic extract.
The conditions of the immobilization of the PG welefined using sequential strategy of
experimental design. The maximum activity of the @G,28 U/mL) of the encapsulated
enzymatic extract was obtained in the conditionsrohobilization of 5% (m/v) of sodium
alginate, 15% of (v/v) glutaraldehyde, 3% (m/v)aaftivated coal, 3 mL/L of enzymatic

extract and 50% (p/v) of sucrose in relation to tit@l of water and enzymatic solution.



Evaluating the condition optimized in relation tbet stability in different pHs and

temperatures, it was verified that the enzyme Pobilized presented the major values of
half life (t ¥2) under 55°C (346,55 hours) and 2231,03 hours) and stability in pH 4,0;
5,0 and 9,0 what makes the immobilization an imgodrtprotector agent enabling the

industrial application of the enzyme in productgahirequire more variation of pH.

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

Atualmente mais de 3.000 diferentes enzimas téwm islentificadas, muitas delas
isoladas em sua forma pura. As enzimas podem sem&adas em células animais,
vegetais e micro-organimos, sendo consideradaslisealaras, ou seja, elementos
responsaveis por aumentar a velocidade de uma oredCBALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Os avancos tecnologicos dos ultimos tempos peeamitium melhor conhecimento e
caracterizacdo enziméatica expandindo largamenti@izagdo industrial das enzimas. O
uso de enzimas varia de industrias alimentici@& it e de detergentes, por exemplo. A
utilizacdo de enzimas em processos industriaisstdmapontada como um fator que reduz
largamente a energia necessaria para a obtencdalgdas produtos manufaturados
(ALMEIDA et al., 2003; KASHYAP et al., 2001; UENOJPASTORE, 2007).

O potencial biotecnoldgico das pectinases tem aeldanatencdo de pesquisadores
mundialmente pela diversidade de aplicacdes nosepsos industriais (NIGHOJKAR et
al., 200§. As pectinases formam um grupo heterogéneo demeaszique degradam
substancias pécticas, hidrolisando ligacbes gliicss ao longo da cadeia carbonica.
Enzimas pectinoliticas podem ser produzidas parntasa fungos filamentosos, bactérias e
leveduras (UENOJO & PASTORE, 2007).

As pectinases incluem pectina esterase, poligatatase, pectina liase, as quais
variam conforme seu modo de agdo. A poligalacasenPG) € usada na industria de
alimentos sendo usualmente derivada de diversap$uem especialAspergillus nigere
Kluyveromyces marxianu¢ZHENG & SHETTY, 2000). Na verdade, a busca de
poligalacturonases com potencial industrial novagexa descoberta de novas cepas

microbianas e uma compreensao da relacdo estrestabHidade desta enzima (TARI et
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al., 2008.

As PGs fangicas sao requisitadas para diversedrfdustriais, devido a uma maior
atividade enzimética e uma faixa 6tima de pH babaacteristicas adequadas para a
maioria dos aplicativos industriais, especialmertg setores de processamento de frutas e
vegetais (DZIEZAK, 1991). Uma vez que as enzimasipaliticas sdo amplamente usadas
no processamento de alimentos, € necessario estwta perfomace durante a hidrolise e
otimizar um processo de hidrélise enzimatica de @hdimento de pectina, utilizando-se
baixo teor de enzimas (AKHNAZAROVA & KAFAROV, 1982)Para isso ha um
crescente interesse na preparacdo de pectinasbsizadas para o uso em clarificacéo e
despectinizagdo de sucos de frutas, utilizandognarade variedade de suportes e métodos.
Na literatura, alguns métodos de imobilizacdo téo slesenvolvidas com o intuito de
fornecer estabilidade as enzimas, facilitar suape@cao e reuso (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI 2004; VILLENEUVE et al., 2000), ngporegando distintos
materiais e métodos de preparacao das microcapsula.

Com base neste contexto, este estudo visou avaliarmobilizacdo da
poligalacturonase produzida a partir denicillium brasilianum, utiizando como
ferramenta a técnica de planejamento experimeoeah, como a caracterizacdo parcial da

enzima imobilizada em termos de temperatura e phbéte de estabilidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENZIMAS

A denominacaenzima proposta em 1867 pelo alemédo Wilhelm Kihne, dedia
expressao gregan zymg que significa “em fermentacdo” (ROSAS, 2010). (Betp
Hoondal (2002), as enzimas sdo consideradas sulaahiocatalizadoras complexas
extremamente eficientes e altamente especificatgtigadas no interior das células vivas,
mas que também exercem atividades fora delas.

De maneira geral, as enzimas aumentam a velocidaslaeacdes, pelo fato de
diminuir a energia de ativagéo, formando mais r@piehte o complexo enzima-substrato e
fazendo com que a reacéo ocorra mais rapidamehtel @) 1998).

Quimicamente elas sao classificadas como protefmas estrutura quimica
especial. Sua molécula é chamada haloenzima encamé centro ativo (apoenzima) e
algumas vezes um grupo nao protéico (coenzima) OB BOBBIO, 1995). Algumas
enzimas ndo sdo capazes de atuar sozinhas, redpieagiresenca de cofatores, que séo
elementos ndo protéicos necessarios para queidadevcatalitica da enzima se manifeste.
Os cofatores na realidade sdo cosubstratos, p&isnmsama reacdo quimica durante a
reacdo, estes incluem desde ions metélicos siraesoléculas organicas (WISEMAN,
1991).

De acordo com Harger (1982), as enzimas sao ob#dpartir de trés grandes
fontes: vegetais superiores (papaina do mamao,dtirardo abacaxi); animais superiores

(enzimas pancreaticas, pepsina, catalase, renm&re-organimos (como por exemplo, as
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amilases, proteases, pectinases, invertases, sedulantre outras) de origem fangica ou
bacteriana.

As enzimas extraidas de diferentes fontes e qadizzah a mesma reacdo quimica,
ndo sdo quimicamente idénticas. As estruturasatesi do centro ativo de enzimas
homologas sé@o obrigatoriamente parecidas parasan@® mesmo substrato e catalizar a
mesma reacdo, mas as estruturas primarias podeter utis diferencas que gerarédo
pequenas trocas na estrutura terciaria globakaali® assim as condi¢cdes Otimas para o
bom funcionamento enzimético (WISEMAN, 1991).

O termo atividade enzimatica se refere a produtkedda enzima sob condigbes
padronizadas, descrevendo quanto de um dado dobsgtr@onvertido dentro de um
determinado tempo e condicdo definida em um prodotespondente (UHLIG, 1998). A
atividade da enzima € influenciada pela concentrdedenzima, concentracdo de substrato
e sua disponibilidade, concentracdo de cofatoms;entracdo e tipo de inibidor, o pH e a
temperatura do meio. Todos estes parametros sdsagts pela cinética enziméatica
permitindo um conhecimento da reacdo em estudo renifpglo-nos seu controle
(WISEMAN, 1991).

A estabilidade enzimatica se refere & manutencdcagacidade catalitica em
funcdo do tempo, portanto a busca por enzimas tde estabilidade apresenta grande

interesse econdmico (UHLIG, 1998).

2.1.1 Enzimas Pectinoliticas
Enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo um gr@gterdgéneo de enzimas que
hidrolisam substancias pécticas presentes em séldgetais (WHITAKER, 1990). As

pectinas sdo polissacarideos que possuem um ahonpaecular sendo compostas por um
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complexo coloidal de polissacarideos acidos, foorda residuos de acido galacturénico
unidos por ligacbes 1-4, parcialmente esterificados por grupos metikree parcial ou
completamente neutralizadas por uma ou mais bases $46dio, potassio ou aménio)
(KASHYAP et al., 2000).

O peso molecular das pectinas pode variar de Z0&DBa (SAKAI et al., 1993
como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Peso molecular de algumas substpéfaticas

Fonte Peso molecular (kDa)
Maca e Limao 200 - 360
Péra e Ameix: 25-3E
Laranja 40 - 50
Mel de Abelha 40-5C

Fonte: Sakai et al. (1993).

2.1.1.1 Classificacéo
As enzimas pectinoliticas séo classificadas dedacoom o mecanismo de ataque a

galacturona da molécula (MARTIN et al., 2004), dindo as pectinases em trés grupos:
pectina esterase, despolimerizantes e protopeeS{8&AKAI, 1992):
a) Protopectinasesédo enzimas que solubilizam protopectina em peesiivel altamente
polimerizada (KASHYAP et al.,, 2001). Além de esteigp ser pouco abundante, a
degradacao da pectina desperta pouco interessecganfaLKORTA et al., 1998).
b) Pectina esterasdpolimetilgalacturonato esterase, PMGE) catalisaidgrdlise dos

grupos metil éster de pectina, convertendo pecimapectato e liberando metanol

(GUMMADI & PANDA, 2003).
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c) Despolimerizantesao classificadas em dois grupos de acordo cdiviegem hidrolitica
(hidrolase) ou transeliminativas (liases) das ligecglicosidicas, utilizando a &cido péctico
ou pectina como substrato (ALKORTA et al., 1998))do que estas sédo subdivididas em:
- Hidrolases: as hidrolases incluem as polimetigaironases (PMG) e as
poligalacturonases (PG). A PMG age hidrolisando inpstilgalacturonatos a
oligometilgalacturonatos (RIZZATTO, 1999). J& a RBGa maior enzima com funcéo
hidrolitica, podendo apresentar acdo endo- (rancB)mdu exo- (sequencial) do acido
péctico (KASHYAP et al., 2001). Sua hidrélise oeonas ligacdes glicosidicasl-4, entre
dois residuos de acido galacturénico (MUTLU etX999).

- Liases: as liases incluem polimetilgalacturatsédi (PMGL) e a poligalacturonato liase
(PGL). Ambas clivam ligacbes glicoliticas resultaneim galacturonideos (KASHYAP,
2001). A PMGL quebra as ligacdes por transelimioagé hidrogénio dos carbonos da
porcao aglicona do substrato (pectina) (WHITAKEB94). A PGL catalisa a clivagem da

ligacdooa 1-4, de acido péctico por transeliminacédo (KASHY&R., 2001).

2.1.1.2 Poligalacturonase (PG)

A reacdo de despolimerizagcdo da pectina aconteaedqua poligalacturonase
catalisa a clivagem hidrolitica das ligacdes giidizas a-1,4, que se localizam entre os
residuos de acido galacturdénico da cadeia da jpecom a introducdo de agua pela ponte

de hidrogénio (RESENDEt al, 2004), conforme Figura 1.
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Figura 1.Modo de acao das pectinases: (a) R=H ¢ g&ta PMG; (b) R=H para PE; (c)
R=H para PGL e Cklpara PL. As flechas indicam o local onde a pes@n@age com a

substancia péctica (Sathyanarayana & Panda, 2003).

As poligalacturonases podem proporcionar a clivagessa cadeia de diferentes
formas. As exo-poligalacturonases (E.C. 3.2.1.6@npvem a reducédo da unidade externa
ou terminal da cadeia poligalacturénica, resultaedo um acido galacturénico como
produto da reagdo principal. Enquanto as endo-galiguronases (E.C. 3.2.1.15) podem
catalisar o rompimento aleatorio dessa ligacdo (KONYAMASAKI; KATOH, 1983;

ALKORTA et al., 1998), como ilustra a Figura 2.



22

0] D

Il
COOH C— OOH C — OCH, C — O0H

b L
N
'
/!
ﬂ Q Q
Enio Exo

Figura 2. Representacdo das Posicdes de ataque das exo @ahigdtacturonase na

molécula de pectina (Gava, 1998).

A poligalacturonase (PG) € uma hidrolase, despoibaete caracterizada como a
maior enzima com funcdo hidrolitica (ELEGADO & F@JI1993). PGs sdo produzidas
por fungos, bactérias, nematdides e insetos (DE RENFO & FERRARI, 2002;

GIRARD & JOUANIN, 1999; JAUBERT, 2002).

Preparacbes comerciais de poligalacturonases ¢iéimadas usualmente por
indUstrias de alimentos, sendo comumente produzdaartir deAspergillus nigerou

Kluyveromyces marxiam@EHENG & SHETTY, 2000).

O primeiro autor a descrever a producdo de polgaianase por fungos foi Luh
and Phaff em 1951, utilizandaccharomyces fragilid@LANCO; SIEIRO; VILLA, 1999).
A partir de Luh and Phaff a busca por diferentesrororganimos com potencial (estrutura-
estabilidade) de producdo de poligalacturonasen, despertado interesses industriais
(TARI et al., 2008). Nos ultimos anos ocorreu unmanto significativo nas buscas por

micro-organimos produtores de poligalacturonasesemientes de residuos de processos
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alimenticios (HART et al., 1991). Diversos trabasargiram com novas opcées de micro-

organimos para a producéao da PG, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Lista de micro-organimos utilizados pgar@ducdo de poligalacturonase (PG) e

suas respectivas referéncias

Micro-organimos Referéncia

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 albidusar. albidus Federici (1985)

Fabospora macedoniensis Egorov et al. (1983)

Fusarium oxysporum §p. Pietro & Roncero (1996)

Geotrichum lactis Pardo; Lapenia; Gacto (1991)
Kluyveromyces fragilis Sakai & Takaoka (1984)

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

Kluyveromyces marxianus _
(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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continuacdo 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)

2.1.2Penicillium sp.

Na natureza denicillium € um fungo versatil, oportunista e saprofiticendo
considerado patdgeno que causa deteriorizacdo sweghideita de frutas e vegetais. Se
algumas espécies sdo patdgenos, por outro lad@soespécies do micro-organimo s&o
utilizadas pelas industrias de alimentos e inddstidarmacéuticas (LEISTNER, 1990). Em
particular oPenicillium é conhecido pela produgédo do antibidtico penigijlioriginalmente
produzido peloP. notatume descoberto por Fleming em 1928 (SMITH; LILLY; FOX
1990). Na industria de alimentosPenicillium é reconhecido mundialmente na producéo
de queijos RoqueforP( roqueforti)e CamembertR. camembert)i(LEISTNER, 1990).

O géneroPenicillium tem sido utilizado como organismo modelo em diversa
pesquisas, demonstrando suas diversas aplicacbedengo ser utilizado no
micoparasitismo, biocontrole, secrecdo de metaolgecundarios, fontes de novos
farmacos, fontes de enzimas de interesse indystiéaitre outras aplicacfes (GE et al.,

2008; KWON et al., 2002; LARSEN et al., 2007; TAKASHI & LUCAS, 2008).
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Este género de fungo compreende mais de 200 espéescritas, sendo muitas
comuns no solo, bem como contaminantes de origememar ou de ingredientes
alimentares utilizados na preparagao de queijatseckas (PITT, 2000).

A cepa dePenicillium espéciebrasilianumfoi nomeada e caracterizada por Batista
em 1957, devido as caracteristicas morfologicascalénia (FUJITA; MAKISHIMA,;
HAYASHI, 2002).

Vérios metabdlitos ativos foram isolados a partstd espécie (SCHURMANN;
SALLUM; TAKAHASHI, 2010) dentre eles um novo compmie com atividade
convulsivante foi denominado brasiliamides: A, BDCe E (FILL et al., 2009).

Alguns trabalhos tém surgido utilizando esta egpfara a producdo de enzimas
como xilanase, feruloil esterase ea-L-arabinofuranosidase (PANAGIOTOU,
OLAVARRIA; OLSSON, 2007); celulases (JORGENSEN, 20 presente estudo visou

utilizar o Penicillium brasilianunpara a producéo da PG.

2.1.3 Aplicacdes industriais das pectinases

As enzimas, de um modo geral, sdo amplamente addz nos processos
industriais, em razdo da sua especificidade e dgoetencial catalitico. Entretanto, uma
enzima torna-se comercialmente interessante sonsntBouver demanda ou possuir
propriedades que atendam aos requerimentos té@eosndmicos do processo em escala
industrial (BRAVO et al., 2000).

Pectinases de origem microbiana apresentam grameleesse comercial por sua
vasta aplicacdo na industria de alimentos, prittipate no processamento de frutas e

vegetais (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999).
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A aplicacao comercial das pectinases iniciou e@01%a preparacdo de vinhos e
sucos de frutas, mas somente a partir de 1960dquas estudos de natureza quimica dos
tecidos vegetais se tornaram mais aparentes, @gjeentistas comecaram a utilizar as
enzimas mais eficientemente (KASHYAP et al.,, 2000oi estimado que em 2005 a
indastria de enzimas vendeu US$ 1,7 a 2 bilhdesDIEREY & WEST, 1996), sendo a
Novozyme (Dinamarca), Novartis (Suica), Roche (Adeim) e Biocon (india) as empresas
com maior importancia comercial na producdo deipests (GUMMADI & PANDA,
2003).

As pectinases apresentam diversas aplicacfeshaddgicas, dentre elas, filtracdo
e clarificacdo de sucos de frutas (BRAWMAN, 198d3tamento preliminar para producao
de vinhos (REVILLA & GANZALEZ SAN-JOSE, 2003); tatnento de tecidos vegetais
(BOHDZIEWIEZ & BODZEK, 1994; CHARLEY, 1969); fermémcdo de café e cha
(CARR, 1985); extracdo de 6leos (SCOTT, 1978);icdudr animal (HOONDAL, 2000);
enriquecimento protéico de alimentos infantis (LAMGDORNENBURG, 2000) e mais
recentemente o0 uso pelas industrias téxteis pge@nuigem das fibras, tratamento de agua
residual e também em industrias de papéis e cel@fSSHYAP et al., 2001).

Para a maioria dos usos industriais a PG obtidarmgps tem demonstrado melhor
aplicacdo devido a sua alta atividade enzimaticafaras de pH baixos, adequada a

aplicagcdo em processamentos de frutas e vegetalEZBK, 1991).

2.2 IMOBILIZACAO
As enzimas estdo sujeitas a inativacdo quandoaskemu durante o seu uso por
acometimento de fatores quimicos, fisicos ou biotisy Para que a catélise seja eficiente

em um determinado processo, ha necessidade dggrateenzimas da intervengcdo com o
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solvente, meio no qual é realizada a reacdo, poiesmo poderia provocar inativacao,
impossibilitando a catalise da reacédo, para is$écrica de imobilizacdo é utilizada para
fornecer uma maior estabilidade as enzimas e tlacifua recuperacdo e reutilizacao
(VILLENEUVE et al., 2000).

A imobilizacdo enzimética € definida como o precepelo qual o movimento das
enzimas permaneca com espaco parcial ou totalmestangido, dando lugar a uma
enzima insolivel em &agua. As enzimas imobilizad&s enzimas unidas, insollveis e
ligadas a uma matriz. As imobilizacdes catalitinpd® sdo exclusivas a enzimas, sendo
tambeém utilizadas por catalisadores quimicos (WIBEIM1991).

O principal objetivo da imobilizacdo enziméticaobter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas@uo processo, em comparacao a sua
forma livre. Idealmente a enzima imobilizada deverdbir uma capacidade catalitica
superior, embora a imobilizacdo possa inibir ou entar a atividade e estabilidade da
enzima em alguns casos. Além disso, ndo dever&oeo@iteracdes estruturais, bem como
modificacdes no sitio ativo (DALLA-VECCHIA; NASCIMETO; SOLDI, 2004).

O aumento da atividade enzimatica geralmente ecqois a enzima quando
imobilizada fica protegida pelo suporte frente rasds de pH, temperatura, forca idnica,
forcas de cisalhamento, interface ar-liquido eatreas variacbes do meio solvente em que
se encontra (WISEMAN, 1991).

A imobilizacdo pode ocorrer através de adsorcaoligacdo em um material
insoltvel, pelo uso de um reagente multifunciontlavees de ligacdes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por geéis polonériou encapsulamento atraves de

membrana polimérica (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; S, 2004).
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A Figura 3 mostra, esquematicamente, a classificded meétodos utilizados para

imobilizacdo de enzimas.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
|

I 1

Encapsulagio Ligagia
Por ligagdo
Em matriz Em membrana Por adsorcio Covalente
(fisica ou i0mica)
JgeL
—_lnrr \-‘[lr_'mcapwlar. Entre membranas ©s= Por ILE_“';M‘ cma
—— enire a enzima

Arar AT scdpicas e 0 suporte

E] E:u.

Yo f @ @ @
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Figura 3. Métodos para imobilizagdo de enzimas (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

A imobilizagdo de enzimas realizada em suportBdasdfaz com que as moléculas
da enzima aumentem sua catalise e ainda facitégisp por mais tempo devido a sua facil

separacdo com o meio da reacéo (LEE et al., 2009).

2.2.1 Encapsulamento

A imobilizacdo de um biocatalisador via incluséa, microencapsulagéo, consiste
em “confinar” uma proteina em um polimero insoldgal em uma microcipsula. Neste
sistema cria-se uma cela artificial que fica dethd por uma membrana porosa. As
enzimas, ndo sao capazes de se difundir através aesnbrana, por serem moléculas
grandes, enquanto que pequenas moléculas, comtratobse produtos conseguem se

difundir. As vantagens da utilizacdo desta técnécaque a enzima néo interage
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quimicamente com o polimero evitando a desnaturagaonatica (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

A utilizacdo de encapsulamento de tintas, drogastes compostos quimicos ja
sdo conhecidos ha mais tempo. Somente a partardiss60 por Chang, 1964 que comecgou
a aplicacdo de encapsulamento como técnica de liragigio de enzimas, a partir de entdo
se tem imobilizado por encapsulamento um grandeermide enzimas, usando distintos
materiais e métodos de preparacdo das microcagSul&8&MAN, 1991).

O uso de agentes geleificantes naturais, comairgglagarose e k-carragenas estao
sendo bastante utilizados na imobilizagcdo (DALLAGEHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004). Mais comumente tem-se utilizado para a entdagido a unido de dois ou mais
polimeros (HERTZBERG; KVITTINGEN; ANTHOSEN, 1992Q alginato, de longe, € o
polimero mais utilizado em imobilizacdes e micragsulamentos (LIANG; LI; YANG,
2000).

O suporte realizado pelo alginato geralmente ecoetas trocas do grupo carboxila
do acidoa-L-gulurébnico com uma solugéo catibnica como clom@e célcio, cloreto bario
ou poli(L-lisina) (DRAGET; SKAK-BRAEK; SMIDSROD, 197; SMIDSROD & SKAK-
BRAEK, 1990). A inter-relacdo entre o alginato eafcio explica a importancia do uso de
solucbes contendo calcio quando utilizado alginatono suporte da imobilizacédo
(TAQIEDDIN & AMI1JI, 2004).

Li et al. (2007) imobilizaram pectinases utilizan@tginato como suporte e
glutaraldeido como agente reticulante para fac#itemobilizacdo da enzima e para evitar a
dessorcdo da mesma, combinagédo esta que rendeatividade residual consideravel de

66 %.
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2.3 CONSIDERACOES FINAIS
Conforme apresentado no decorrer deste capitubofondm encontrados relatos na
literatura a respeito da imobilizacdo da enzimagptdcturonase (PG) dBenicillium
brasilianum.
Neste contexto, o presente trabalho vem supricanka encontrada na literatura,
abordando de forma ampla o efeito de parametrosindmilizacdo, bem como a

caracterizacéo parcial da enzima imobilizada.



31

3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUCAO DA POLIGALACTURONASE (PG)

A cepa do fungo filamentosBenicillium brasilianumutilizado neste estudoi
cultivada em Potato Dextrose Agar (PDA) durantéa® @ 30°C. Em seguida, a coleta dos
esporos foi realizada adicionando-se 20 mL de &olaguosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e
pérolas de vidro estéreis adicionadas ao frasga, yp@a melhor remocéo dos esporos. A
suspensdo resultante foi armazenaddG até sua utilizacdo, o que ndo ultrapassava um
tempo maximo de 15 dias. Para contagem dos espbnod, da suspensdo, retirada
assepticamente, foi diluida de 10 & 1@zes em solucdo aquosa estéril de Tween 80
(0,1 % v/v). A suspensao resultante foi transfepd@a uma camara de Neubauer para
contagem dos esporos (FREIRE, 1996), sendo estadafi 5x10 esporos/mL (ZENI,
2009).

A bioproducdo de PG foi realizada em biorreatorbdacada (BIOSTAT® B-B.
Braun Biotech International GmbH), segundo metogialodescrita por Zeni (2009),
empregando-se meio composto por 32 g/L de peciiriea; 10 g/L de extrato de levedura
e 0,05 g/L de sulfato de magnésio, agitacdo der@®0) aeracdo de 1,5 vvm, pH inicial de
4,5, 30°C, tempo de producéo de 72 horas. O phhlrde todos os ensaios foi ajustado a
4,5 com a adicéo de solugdes de HCI (2 M) ou Na@MI); O meio foi autoclavado a 1
atm por 15 mim. As amostras foram coletadas apdsoras de bioproducdo, em seguida

filtradas e imobilizadas.
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3.2 IMOBILIZACAO DA POLIGALACTURONASE (PG)

A imobilizacéo foi realizada por encapsulamentoseiporte solido por adsor¢cédo. O
encapsulamento foi baseado na geleificacdo deattgihe sddio (copolimero linear dos
acidos D-manurdnico e L-gulurdnico da Vetec® e Gia®) e glutaraldeido (Vetec®)
para enrijecimento do gel, carvdo ativado (Alpha 80 - Alphacarbo®) como suporte
sélido organico, sacarose, agua e extrato enzimdtcpoligalacturonase. A utilizacdo da
combinacéo alginato de sodio e glutaraldeido canporte e agente reticulante foi baseada
em estudo de Li et al. (2007).

Para a imobilizacdo em forma de microesferas, @geendo o extrato enzimatico
foi gotejado em uma solucdo gelada de tampdo acetatoreto de sddio 0,05 M (1:1),
permanecendo sob agitacdo constante durante @getejo, como pode ser observado na

Figura 4.

Figura 4. Formacao de microesferas da enzima immatd.
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ApoOs a fixagdo total da enzima ao suporte, o inmdrbfoi lavado com 100 mL de
agua destilada e 100 mL de tampdo acetato. A enmmohilizada foi conservada até o
momento da medida de atividade em solucao tampgtatace cloreto de sodio 0,2 M, na
proporcao 1:1.

Para estudar os efeitos das condigcbes de imoldbzag poligalacturonase foi
utilizado um planejamento fatorial completd @®mposto por 8 ensaios mais 3 pontos
centrais, totalizando 11 ensaios. As quantidadesadarose e extrato enzimatico foram
fixados em 6,5 g/L e 3 mL/L, respectivamente, bdaeam trabalhos prévios realizados
com outras enzimas. No entanto as quantidadegohat de sodio, glutaraldeido e carvao

ativado variaram conforme os niveis descritos rizelEa3.

Tabela 3. Variaveis e niveis utilizados no planeiaim fatorial completo®

Variaveis Independentes* Caddigos Niveis

-1 0 +1
Alginato de Sdédio (% m/v) X 2,0 5,0 8,0
Glutaraldeido (% v/v) X 50 10,0 15,0
Carvao Ativado (% m/v) X 3,0 50 7,0

Variaveis Independentes Fixas: sacarose 6,5 gftatexenzimatico 3 mL/L.

A partir dos resultados obtidos no planejamentae2lizou-se um planejamento
fatorial completo 2 incluindo 4 pontos axiais e 3 repeticées do paetutral, deslocando
0s niveis das variaveis conforme o tratamento isstat realizado no primeiro

delineamento experimental, conforme apresenta ald &b Os valores de sacarose, extrato
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enzimatico e carvao ativado foram fixados em 65d mL/L e 3% (m/v),

respectivamente.

Tabela 4. Variaveis e niveis utilizados no planeiaim fatorial completo®2

Variaveis Caodigos Niveis
Independentes* -1,41 -1 0 +1 +1,41
Alginato (% m/v) X 0,77 2,0 5,0 8,0 9,23
Glutaraldeido (% v/v) X 7,95 10,0 15,0 20,0 22,05

Variaveis Independentes Fixas: sacarose 6,5 g/tratexenzimatico 3 mL/L e carvao
ativado 3 % (m/v).
3.3 CARACTERIZACAO PARCIAL DA POLIGALACTURONASE

IMOBILIZADA

O estudo da enzima imobilizada foi realizado enmtexr de temperatura 6tima,
termoestabilidade, pH 6timo, e estabilidade de Aldondicdo otimizada da imobilizacéo
da enzima foi avaliada atraveés da atividade enmaém diferentes temperaturas e valores
de pH. As faixas de pH e temperatura avaliadasrfataterminadas baseadas em estudos

prévios (ZENI, 2009).

3.3.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade esimatica

Para o estudo do efeito da temperayrd na atividade enzimatica realizou-se um
delineamento composto central rotacional(RCCR), totalizando 11 experimentos? (2
ensaios com 2 pontos axiais para cada varidveperdiente e 1 ponto central para cada
variavel independente repetido 3 vezes). O tempal tie reacdo foi de 6 minutos e as

faixas de pH e temperatura estudadas sdo apreaentadTabela 5. Os resultados foram
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analisados usando o software Statistica® 7.0 $tdtsn, determinando os valores 6timos

destas variaveis para maxima atividade enzimatica.

Tabela 5. Variaveis e niveis estudados no DCCR jfara otimizacdo da atividade PG.

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 0 1 1,41
pH 3,0 3,4 4,5 55 6,0
Temperatura (°C) 30,0 37,0 55,0 73,0 80,0

3.3.2 Efeito do pH na estabilidade da enzima imolilada

A estabilidade da poligalacturonase foi testadabaodo a enzima imobilizada em
tampéo acetato de sodio 0.1 M nas faixas de pH5400;7.0 e 9.0 a uma temperatura de
40°C. O pH foi ajustado com diferentes tampdestalbio de potassio/HCI (0,1 M) para o
pH 4,0, fosfato de sddio (0,1 M) para os pHs 5/00¢ e Solucéo de Kolthoff (0,1 M) para
o pH 9,0. As amostras foram retiradas em deterromattervalos de tempo medindo-se a

atividade enzimatica pelo método DNS, como desootitem 3.3.4.

3.3.3 Efeito da estabilidade da enzima imobilizadam baixa e altas temperaturas

O efeito da estabilidade da poligalacturonase nassas temperaturas foi realizado
conservando as enzimas imobilizadas em solugcaodmmmpetato e cloreto de sédio 0,2 M,
na proporgao 1:1. As amostras foram armazenadasmaegraturas de 4; 25; 35; 45 e 55°C
e em determinados intervalos de tempo realizoussenedidas de atividade a fim de
acompanhar a estabilidade da enzima. A atividadpotigalacturonase foi determinada

conforme o Item 3.3.4.
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3.3.4 Determinacao da atividade da poligalacturonas(PG)

A atividade da poligalacturonase (PG) foi determianpela medida da liberacdo de
grupos redutores usando-se o0 metodo do &cido abalicilico (DNS), proposto
inicialmente por Miller (1959), com algumas modifées.

A solucdo de DNS foi preparada dissolvendo-seuyentg, 10,6 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico e 19,8 g de NaOH em 1416,0 mL &fua destilada. A seguir foram
adicionados 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8¢# gnetabissulfito de sédio.

Inicialmente, preparou-se 100Q de substrato (solucdo 0,5 % de pectina citrica
(Sigma) em tampéao acetato pH 4,5) e incubou-se°€ 4r 15 minutos para estabilizagédo
de temperatura. A seguir, 1 g de microesferas denenimobilizada foram adicionadas ao
substrato e a reacado incubada a 40 °C por 6 minubg®, foi retirado 150QL da reacao
do substrato com as enzimas imobilizadas, adici@eo@00QUL de solucdo de DNS, a
mistura foi mantida em ebulicdo por 8 minutos garmacéo de cor, resfriada em banho de
gelo e adicionados 8,0 mL de solu¢cdo 50 mM dertetdaduplo de sddio-potassio para
estabilizac&o de cor.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Beeck Coutler, modelo DU640,
a 540nm, contra o branco. Uma unidade de atividade féinidla como a quantidade de
enzima necessaria para liberguriol de acido galacturdnico por minuto (wwol/min)
segundo uma curva padrdo estabelecida com a&ciDegalacturénico (Fluka Chemica,
massa molecular 212,16) como agucar redutor. Aidatle da poligalacturonase foi
expressa em unidade de atividade por mL (U/mL). ahglises foram realizadas em

triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste item serdo apresentados o0s resultados refer@os planejamentos da
imobilizacdo da poligalacturonase (PG) produzidgaadir dePenicillium brasilianumem

biorreator, bem como sua caracterizacéo parciehkagdo da estabilidade.

4.1 IMOBILIZACAO DA POLIGALACTURONASE

Utilizando a ferramenta de planejamento experineftiapossivel investigar a
influéncia das varidveis em um processo e a forenmtgracdo entre estas variaveis, bem
como obter o valor das variaveis que otimizam esltados.

A Tabela 6 apresenta a matriz do planejameftor os valores codificados (reais)
das variaveis independentes do suporte da enzigiagi® de sodio, glutaraldeido e carvéo
ativado) estudadas e as respostas em atividadelidalacturonase (PG). Nesta etapa, a
concentracdo de agua foi fixada em 10 mL/L, a catnaedo da solucdo enziméatica em
3 mL/L e a sacarose em 50 % (m/v) em relacdo ab detagua e solucdo enzimatica para
todos os experimentos, correspondendo a 6,5g/lfpiore Risso et al. (2010). A maxima
atividade da poligalacturonase (5,07 U/mL) foi datho ensaio 4, no qual utilizou-se as
maiores concentracdes de alginato de sédio (8 %jlutaraldeido (15 %), e menor

concentracao de carvéo ativado (3 %).
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Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial compléfo(valores reais e codificados) e

resposta em atividade da poligalacturonase.

Ensaios Variaveis Independentes* PG

X, X2 X3 (U/mL)
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

*X,= Alginato de Sédio (%), @ Glutaraldeido (%), ¥ Carvao ativado (%). Variaveis
independentes fixas: extrato enzimatico (3 mL/afasose (6,5 g).

A Figura 5 apresenta o grafico de Pareto com asosfestimados das variaveis
estudadas. Verifica-se que as variaveis indepees@uncentracdo de alginato de sédio e
glutaraldeido apresentaram efeito positivo sigatfi® no nivel de confianca de 95 %, o
gue significa que quando a concentracdo e/ou thegta variavel aumentar do nivel -1 para
o +1 possivelmente ocasionarda um aumento na ati@idazimatica. Entretanto, a variavel

carvao ativado ndo apresentou efeito significafpa,05).
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(1)Alginato 15,44
(2)Glutaraldeido 13,77
(3)Carvao -3,75
p=;05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 5.Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor kivepdas variaveis testadas no

planejamento 2 para a atividade da poligalacturonase (U/mL) @tenial imobilizado.

Com base nos resultados observados foi realizadoplamejamento fatorial
completo 2, deslocando os niveis de glutaraldeido para \@lsteeriores, a fim de
melhorar a atividade da poligalacturonase. Em &elago alginato de sodio, a faixa de
estudo foi mantida, uma vez que seu aumento agaareta impossibilidade de formagéo
das esferas de imobilizacdo, devido a alta visedgidlo sistema. A Tabela 7 apresenta a
matriz do planejamento fatoria Zompleto (com 4 pontos axiais) e as respostas em
atividade enzimatica (PG).

A méaxima atividade de PG foi encontrada nos ensalos ponto central
(~17,28U/mL), correspondendo a concentracdo dede%lginato de sédio e 15 % de

glutaraldeido na composicdo do suporte da imolgéiaa



Tabela 7. Matriz do planejamento fatoridi @mpleto (valores

resposta em atividade da poligalacturonase.
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codificados e reais) e

Ensaios Variaveis 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 (%), %= Glutaraldeido (%). Variaveis independentes fixemvao ativado 3%,

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

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de regress@opadréo, valores de p e t, para

a atividade da poligalacturonase em funcdo dasweis avaliadasAs concentracfes de

alginato de sodio e glutaraldeido demonstraram imfh@éncia positiva (p<0,05) sobre a

atividade da poligalacturonase.
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Tabela 8. Coeficientes de regresséo e erro padaimes de p e t do planejamento fatorial

completo 3 para atividade de poligalacturonase

Coeficientes de Erro padrao t(2) P
Regressao

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)Glutaraldeido (L) -0,83 0,55 -1,51 0,189
Glutaraldeido (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 Equacédo 1 apresenta o modelo codificado de segondem, que descreve a
atividade da poligalacturonase em funcdo das wisaanalisadas (alginato de sédio e
glutaraldeido), dentro das faixas estudadas. O Imdadievalidado pela anéalise de variancia
(Tabela 9), onde se obteve um coeficiente de @mdel de 0,97 e o F calculado de 3,43
vezes maior que o valor tabelado. O coeficienteateclacdo quantifica a qualidade do
ajustamento, pois fornece uma medida da proporgd@udacao explicada pela equacéo de
regressao em relagdo a variacao total das respwaténdo de 0 a 100 % (RODRIGUES
& IEMMA, 2005). O valor de F apresenta a razéo et~ calculado e o F tabelado, ou
seja, sempre que esta relacdo for maior que Ilgrassfio € estatisticamente significativa,

havendo relacdo entre as variaveis independentdependentes. Para que uma regressao
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seja ndo apenas estatisticamente significativa,tamlsém util para fins preditivos, o valor
da razdo deve ser no minimo maior que 4 (BARROS MIESCARMINIO; BRUNS,

1995).

Tabela 9. Andlise de variancia das condicbes déilimacdo da PG frente a atividade

enzimética do planejamento complefp@m 4 pontos axiais.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacéo guadrados liberdade médios Calculado
Regresséao 210,90 5 42,18 17,34
Residuo 12,16 5 2,43
Total 223,07 10

Coeficiente de Correlacdo R= 0,9'yp 05055,05

Equacao 1:

PG: 17,28 + 0,98X% 2,80%%— 0,83% -4,95%°— 3,49%X>

Onde: PG = Atividade de PG (U/mL);;X Alginato de sodio (g/L); ¥ Glutaraldeido
(g/L).

A maxima producdo de PG (17,28 U/mL) ficou local@ana regido préxima aos
pontos centrais (5 % de alginato de sodio e 15 Hlutaraldeido), os quais caracterizam a
otimizagao da imobilizacio da enzima, dentro deafastudada.

Existem poucos trabalhos na literatura que relatasn efeitos dos agentes
imobilizantes na imobilizacdo de poligalacturonasénportancia da utilizacao de alginato
de sddio como suporte é comprovada por Tagieddimig (2004), que analisando o uso

de alginato e quitosana ilustraram um novo métaia preparar microcapsulas, visando a
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utilizacdo na imobilizacdo de enzimas, células erarbrganimos, de tal forma que o
agente bioldgico fica protegido no nucleo peloratp e as propriedades de transporte sdo
realizadas pela quitosana, na parte externa.

A ativacdo de suportes com glutaraldeido é umandas populares técnicas para
imobilizar enzimas. Em alguns casos o glutaraldgidonite a melhora na estabilidade
enzimatica, além de ser utilizado para reticulagdEsmoleculares nas proteinas ou para
modificar a adsor¢cdo de proteinas em suportes dosnéBETANCOR et al., 2006).
Estudo realizado por Song et al., (2010) avaliaeantilizacdo de pré-tratamento com
lactose na imobilizacdo degalactosidase em silica gel com uso de glutacdddedmo
ligante, foi observado que a utilizacdo do prétranto com lactose demonstrou maior
estabilidade enzimética frente ao ndo tratamer@ei@ro que confere um maior sucesso na
aplicagao industrial da enzima.

Spagna, Pifferi, Gilioli (1995), ao imobilizar pgew@to liase em suporte inorganico
observaram que a utilizacdo de glutaraldeido ativadm bentonita na presenca de
albumina, embora apresente uma baixa atividade zmanpermaneceu estavel em
temperatura e pH baixos, por um 6timo tempo, apragamente 650 horas.

A utilizacdo do carvao ativado como suporte enzonatorrobora sua importancia
como mostra o artigo de Menoncin et al., (2009)aaalisar dois diferentes suportes
hidrofobicos para imobilizacdo de lipase, obsemwarpe a utilizacdo de carvao ativado
como suporte apresentou melhores resultados quameearada a imobilizagdo com resina
polimérica.

Novos estudos tem demonstrado que a imobilizac&mzienas em superficie sélida

induzida por pressao foi considerada como métogdmaa simples e eficiente, segundo
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Kannoujia, Ali, Nahar (2009). Este método ndo geatr durante a imobilizagdo e pode

ser aplicado em imobilizacdes de biomoléculas serssa aumentos de temperatura.
Deve-se ressaltar, no entanto, que as comparagfiesos dados experimentais nem

sempre sdo consistentes, visto as variacdes dedoséide fermentacdo, extracdo das

enzimas, quantificacdo e expressao das atividademéticas.

4.2 CARACTERIZACAO PARCIAL DA POLIGALACTURONASE
Os métodos de caracterizacdo enzimatica tornam-sio nmportantes para
verificar a aplicabilidade industrial das enzinfdssta avaliacdo torna-se possivel avaliar a

temperatura e pH 6timo, estabilidade térmica ebésgtade ao pH.

4.2.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade esimatica

O pH 6timo e a temperatura para atividade da P@nfadeterminados através da
execucdo de um delineamento composto central ooi@ic?, totalizando 11 experimentos,
(2% ensaios com 2 pontos axiais para cada variavepentlente e 1 ponto central para cada
variavel independente repetido 3 vezes). A Tabllafdresenta a matriz em termos de
atividade da poligalacturonase para efeito de pténgperatura. Os maiores valores de
atividade enziméatica obtidos experimentalmentenfode 10,64 U/mL (experimento 9)
seguida do experimento 2 (10,34 U/mL). Os resutadostram que as melhores atividades
enzimaticas foram obtidas em diferentes tempemi{@@ e 37°C, respectivamente), ja em
termos de pH, as atividades mais elevadas encosganos ensaios onde 0s maiores

valores de pH (4,5 e 5,5, respectivamente) forainaaos.
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Tabela 10. Matriz do delineamento composto cematcional 2 (valores codificados e

reais) e resposta em atividade da poligalacturonase

Ensaios Variaveis 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, Xo= temperatura (°C).

Os resultados apresentados referente a atividadeP@a foram tratados
estatisticamente para a avaliagdo dos efeitos da egariavel independente sobre a
resposta. A Figura 6 (Gréafico de Pareto) que aptase andlise dos efeitos das variaveis
estudadas na atividade enzimatica, demonstra qemasapo pH apresentou efeito
significativo (p<0,05), o que demonstra que apeassvariacdes de pH interferem

significativamente no processo.
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estudo com a enzima exo-poligalacturonase prodymd®ycnoporus sanguinewsteve
pH 6timo de 4,8 e temperatura 6tima na faixa de 60°C.

A atividade 6tima da PG foi relatada em faixa pmieia pH 5 por Tari et al. (2008),
pH 4 a 5,5 por Jayani et al. (2005) e Gummadi el®42003). Em estudo de Jacob et al.
(2008) com poligalacturonase purificada a atividatilma foi exibida em pH 6,0 a 50°C.

No estudo de Cordeiro & Martins (2009) a atividatke PG aumentou com a
elevacdo da temperatura, atingindo seu valor ma&amea°C e pH em torno de 7,0.
Contrario a essa temperatura, trabalho de Souzal.e{2010) a enzima PG foi
completamente desativada quando incubada a temperatima de 70°C, durante 20
minutos.

Convem salientar que os estudos relatados aciragenefse todos a enzima em sua
forma livre, ndo permitindo a comparagcao diretatovique a enzima caracterizada no

presente trabalho encontra-se imobilizada.

4.2.2 Estabilidade da atividade da poligalacturonas(PG)

O estudo da estabilidade €é importante, pelo fato pdemitir observar o
comportamento da enzima e quanto de sua atividaideali € mantida ao longo do
armazenamento. O estudo cinético foi realizado réirpda imobilizacdo da enzima sob
condicdo experimental otimizada, tendo como objetivaliar a estabilidade da atividade

da poligalacturonase em funcdo do tempo em divgridese temperaturas.
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4.2.2.1 Influéncia do pH no estudo da estabilidzatta a enzima poligalacturonase

Os resultados apresentados na Tabela 11 e na Figuneferem-se ao
comportamento da PG imobilizada em diferentes pKAs.analise dos resultados
demonstram que nos diferentes pHs avaliados (400e ®,0), comportamentos similares
foram obtidos, os quais apresentaram depois d®@s5 lde reacdo, reducéo de 73,8; 73,4 e
73,3 % de atividade, respectivamente. Porém, en7,fHouve uma desestabilizacdo na
imobilizacdo, degradando as microesferas ja nagiménhora de teste, impossibilitando as

demais medidas de atividade.

Tabela 11. Valores das atividades enzimaticas seosupHs estudados em funcdo do
tempo.

Tempo pH
(h) 4,0 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 remmente reportada por Gomes et

al. (2010), a PG produzida péspergillus nigerapresentou estabilidade de 173 horas de
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incubacdo em pH 5,0, estabilidade esta maior gquisarvada neste estudo.

A estabilidade da PG foi menor no estudo de Coydei Martins (2009) que
observaram estabilidade de apenas 2 horas em valerggH entre 6,0 e 7,5. A baixa
duracdo da estabilidade desta enzima bruta tambiéraldtada por Kapoor et al. (2000) a
partir de PG produzida p&acillussp. a qual foi estavel por 24 horas na faixa delpH a
12 retendo 80 % de sua atividade.

Conforme Souza et al. (2010) a PG presente datextruto deAspergillus niger
demonstrou estabilidade entre o pH 3,5 e 5,5 serslavel em pH acima de 6,5. Ja em
estudo de Martins et al. (2002) ao avaliar a PGlymmla porThermoascus aurantiacus
pH com maior estabilidade mantendo 85% de atividaidge 7,0 a 8,0.

A PG imobilizada neste estudo demonstrou estaloiécem pH 4,0, pH 5,0 e pH 9,0
0 que faz da imobilizacdo um importante agente epootpossibilitando a aplicacéo

industrial da enzima em produtos que requerem maigacao de pH.

100 — —_ _
_ =—=—pt 4,0
- 50 - pH 5,0
B .
= e 3} 7,0
= 60
& e 0} 9,0
="
:i L0 A
2
IO
0 *=—
U 1 5 4 2/ 45 54 o/
Tempo (h)

Figura 7.Influéncia do pH na estabilidade da poligalactusenianobilizada.
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4.2.2.2Estabilidade da enzima imobilizada em diferenteyptraturas

Os resultados obtidos do decaimento da atividadenética da poligalacturonase
em funcéo do tempo de incubacdo em diferentes tatupas, no intervalo de 4 a6y
estdo apresentados nas Tabelas 12, 13, 14, 15 e 16.

Observando as faixas de temperaturas estudadpsdsivel perceber que em todas
as temperaturas avaliadas ndo houve comportameistintal entre as diferentes
temperaturas de armazenamento em teste. As cinomaso de armazenamento,
apresentaram oscilagfes, ou seja em determinadiasi@e diminuicdo da atividade e, em
outros, acréscimo. O comportamento foi semelhamte tedas as temperaturas de
armazenamento, obtendo queda de mais de 50 %wilzadé enzimatica em 67 horas de
teste para as incubacdes a 4, 25, 35 e 55°C. Matent enzima armazenada ha 45°C o
decréscimo ja foi observado nas 59 horas.

O tempo de estabilidade da PG imobilizada dedteledoi maior que em trabalho
realizado por Kapoor et al. (2000) que demonstraguada de 50 % da atividade da
poligalacturonase nao imobilizada e incubada a 609&C e 80°C de apenas 120, 118 e 20
minutos, respectivamente. JA em estudo de Gomat €010) a PG nado imobilizada
produzida deAspergillus nigerobteve longa estabilidade em 55°C chegando a dliike

horas.



Tabela 12. Perfis de atividade da PG imobilizatengeratura de 4°C.
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Tempo (h) AlAg 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 imobilizatengeratura de 25°C.

Tempo (h) AlAg 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




Tabela 14. Perfis de atividade da PG imobilizatengeratura de 35°C.
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Tempo (h) AlAy 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 1154
43 1,19 119,1
59 1,65 165,5
67 0,45 45,3

Tabela 15. Perfis de atividade da PG imobilizateEngeratura de 45°C.

Tempo (h) AlAy 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
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Tabela 16. Perfis de atividade da PG imobilizatengeratura de 55°C.

Tempo (h) AlAy 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 avaliadosermos de In A/Aversus
tempo e obtendo-se desta forma o valor de Kd (aotestle desativacao térmica) para cada
temperatura, como mostra a Tabela 17. A expredfémada para determinar os valores de

Kd foi: Kd (teorico) = Kdo * exp(-Ed/RT), sendo Ttemperatura em Kelvin.

Outro parametro imprescindivel utilizado quandaaia a estabilidade enzimética
€ o tempo de meia vida,t que corresponde ao intervalo de tempo necessanima dada
temperatura para que a enzima tenha sua atividadeida a 50 % da atividade inicial. Os
valores dos tempos de meia vida (horas) foram lzalog de acordo com a equacgg-t-
In0,5/Kd, para cada temperatura estudada, senda (Jadela 17 apresenta os valores de

meia vidaexperimental.
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Tabela 17. Valores de Kd e tempos de meia videnasdtys para enzima PG imobilizada.

T (°C) T(K) Kd taz (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 desativa@dwida (Kd) e o tempo de meia
vida (t2) da enzima PG produzida p@enicillium brasilianumpbservaram que os maiores
tempos de meia vida foram nas temperaturas de ®%;10 horas), 25°C (346,55 horas),
da mesma forma a enzima PG imobilizada neste esju@sentou seus maiores tempos de
meia vida a 55°C (346,55 horas) e 25°C (231,03hoEanbora a imobilizagdo ndo tenha
provocado aumento no tempo de meia vida da enam#&gmperaturas que apresentaram

maior tempo de meia vida foram exatamente as mesmas
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5 CONCLUSAO

A maxima atividade de PG (17,28 U/mL) do extratzimatico encapsulado foi
obtida nas condicdes de imobilizacdo de 5% (m/valdg@nato de sodio, 15% (v/v) de
glutaraldeido, 3 % (m/v) de carvao ativado, 3 mié_extrato enzimético e 50 % (p/v) de
sacarose em relacéo ao total de 4gua e solucaoaita.

Avaliando a condicdo otimizada quanto a estaldkdaem diversos pHs e
temperaturas verificou-se que a enzima PG imobléizapresentou os maiores tempos de
meia vida (1) a 55°C (346,55 horas) e 25°C (231,03 horas)abitdade em pH 4,0, pH
5,0 e pH 9,0 o que faz da imobilizacdo um impodaagente protetor possibilitando a

aplicacao industrial da enzima em produtos queereu maior variacdo de pH.
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6 SUGESTOES

Realizar a imobilizacdo de outras pectinases piddsz pelo micro-organismo
Penicillium brasilianum

Aplicar as enzimas imobilizadas em rea¢c0es dedsserna industria de alimentos.

Avaliar a possibilidade de reutilizagcdo da enzimabilizada.
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