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Marco Di Luccio

As pectinases sdo enzimas amplamente utilizadas em diversos segmentos industriais, como
industria de alimentos, tecidos, papel, antifiingicos entre outras. Para aumentar a viabilidade
técnica e econdmica do uso destas enzimas em diferentes processos € necessdrio a busca de
alternativas para aumentar a estabilidade e a atividade enzimdtica. O uso de fluidos
pressurizados em substitui¢do a solventes organicos tem sido objeto de intensas pesquisas na
drea de enzimas, pois em alguns casos, o uso de solventes pressurizados leva a um aumento
na atividade enzimdtica. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
influéncia de diferentes fluidos pressurizados (gas liquefeito de petréleo - GLP e CO;) sobre a
atividade enzimdtica de duas pectinases. Os estudos foram realizados com duas enzimas
comerciais imobilizadas com carvao ativado e alginato de sédio, a Pectinex MASH e Pectinex
Ultra SP-L para atividade de pectinesterase. Ao ser tratada com GLP pressurizado, a enzima
Pectinex MASH teve um aumento de 713 U/mg sobre a atividade inicial, na condi¢do em que
estava exposta a maior pressao (270 bar) durante o menor tempo (1 hora) submetida a uma
taxa de despressurizassdo rapida (100 bar/min), nas mesmas condicdes, a enzima Pectinex
Ultra também obteve o melhor resultado 161 U/mg. Quando as enzimas foram submetidas ao
CO, pressurizado, ambas tiveram perda de atividade de mais que 50%, mostrando que a

natureza do solvente pressurizado exerce um papel relevante sobre a atividade destas enzimas.
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The pectin enzymes are largely used in many industrial segments, like the food industry,
cloth, paper, and antifungal, amongst others. In order to increase the technical and economical
availability in the usage of such enzymes, it is needed a search for alternatives to increase the
stability and the enzymatic activity. The use of pressurized fluids as a substitute for organic
solvents has been constantly studied in numerous researches on enzymes, because in some
cases, the enzymatic activity increases due to the use of pressurized fluids. In this context, the
present assignment’s goal is to investigate the influence of different pressurized fluids
(Liquefied Petroleum Gas — LPG e CO,) over enzymatic activities of two pectin enzymes.
The studies were executed with two commercial enzymes immobilized with activated coal
and sodium alginate, the Pectinex MASH and Pectinex Ultra SP-L to perform the
pectinesterase. After being treated with pressurized LPG, the Pectinex MASH enzyme had an
increase amount of 713 U/mg from the initial activity, under the exposition of the higher
pressure (270 bar) and the minimum time (1 hour) submitted to a quick depressurization (100
bar/min), under the same conditions, the Pectinex Ultra enzyme achieved the best results too —
161 U/mg. Being treated with CO, led the enzymes to a loss rate of 50% in their activities,
revealing that the nature of the pressurized solvents has great influence on the activities of

these enzymes.
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1 INTRODUCAO

As industrias de bebidas t€m investido na obten¢do de sucos limpidos e sem
opacidade, visto que a aparéncia visual do liquido influencia a decisdo do consumidor no
momento de optar por determinado produto (TRIBESS, 2003). A a¢do coloidal da pectina
dificulta o processo de fabricacdo dos sucos, pois a turvacio dificilmente pode ser removida
apenas por filtracdo, devido a grande quantidade de particulas em suspensdo. Quando tratados
previamente por enzimas pécticas, amilases e celulases os sucos de frutos sdo facilmente

extraidos, clarificados e filtrados (BARROS et al., 2004; FILHO et al., 1991).

O uso de enzimas tem se revelado muito promissor em termos de rendimento em
sumo, proporcionando uma melhor utilizacdo de matéria-prima, aumentando a eficiéncia nas
operacdes unitdrias do processo produtivo, no consumo energético e, em termos ambientais,
reduzindo os desperdicios produzidos (SUN et al., 2006 VORA et al., 1999;
ZADERNOWSKI et al., 2003). Deve-se salientar que a utilizagdo de enzimas implica na
necessidade de controle de varidveis de processo, tais como pH e temperatura 6timas para a
sua atuacdo. Caso ndo haja um controle das condi¢des operacionais do processo enzimdtico, a
eficiéncia do processo pode ser prejudicada, levando a perdas de produtividade e economia.
Alguns autores afirmam que sem o uso de enzimas, ndo € possivel viabilizar a produgdo de

sumos de alguns frutos e vegetais (HELBIG; LAPERCHE, 2001).

A crescente énfase no uso de biocatalisadores devido as suas propriedades favoraveis,
tais como condigdes amenas e ambientalmente compativeis de reacdo e sua alta
especificidade, tém resultado num aumento do uso de enzimas imobilizadas, pois a interacdo
entre suporte e a enzima podem alterar favoravelmente as suas propriedades fisicas e quimicas
(BASRI et al., 1996). A biocatilise é a drea que apresenta maior crescimento no mercado
industrial de moléculas biologicamente ativas. Estima-se que até o ano de 2025 cerca de 50%
dos processos quimicos podem ser substituidos por processos biotecnoldgicos isolados, ou

mesmo pela integracdo entre catdlise enzimatica e rea¢des quimicas (ANTUNES,2005).

O uso de fluidos pressurizados como solventes para reacdes quimicas e bioquimicas
pode ser uma rota promissora, no sentido de eliminar tracos de solvente dos produtos
reacionais. Adicionalmente, processos industriais em condi¢des préximas ao ponto critico do

solvente podem ser vantajosos em termos do consumo de energia, facilidade de recuperacio



do produto e minimizacdo da formagdo de produtos secunddrios. O diéxido de carbono
supercritico possui caracteristicas especiais tais como baixa toxidade e temperatura de
trabalho, podendo ainda aumentar as taxas de reacdo limitadas difusionalmente (KNEZ E

HABULIN, 1998).

A estabilidade e a atividade enziméatica podem depender da enzima, das caracteristicas
do solvente, do conteddo de dgua, da relacdo enzima/suporte/meio reacional e das varidveis de
processos envolvidas, significando que diferentes efeitos podem ser obtidos dependendo das
caracteristicas do sistema sob investigacdo (FRANKEN er al., 2010; FADILOGLU &
ERKMEN, 2002).

Estudos revelam que algumas enzimas aumentam sua atividade e outras diminuem
e/ou perdem suas atividades apds exposicdo aos fluidos pressurizados. O uso destes solventes
pode ser uma alternativa interessante ndo somente para conduzir reagdes enzimdticas, mas
também aumentar a atividade dos sistemas enzimdticos ou inativar/reduzir sua atividade
(TANIGUCHI et al.,1987; TEDJO et al., 2000; CHEN et al., 1992; ISHIKAWA et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 2006a e 2006b; GIEBAUF e GAMSE, 2000; FRICKS et al., 2006).

Visando a realizacdo de reagles enzimdticas a altas pressdes, de fundamental
importancia € a avaliagdo do comportamento das enzimas nestes fluidos, uma vez que a perda
de atividade pode levar a baixas taxas de reacdo e formacdo de produtos secunddrios

(KASCHE et al., 1988)



2 OBJETIVO

Com base na literatura relacionada ao potencial de aplicagdo de enzimas em reacdes
de interesse, surgiu a relevincia na investigacdo do comportamento da atividade da
pectinametilesterase em fluidos pressurizados. Este trabalho teve como objetivo geral a
avaliacdo dos efeitos do uso de fluidos pressurizados (gas liquefeito de petréleo (GLP) e
diéxido de carbono (CQO,)), sobre duas enzimas comerciais, Pectinex ULTRA SP-L e Pectinex
MASH.

Especificamente, os objetivos podem ser assim delineados:

o Estudo da caracterizag@o parcial das enzimas, em termos de temperatura e pH
otimos e de estabilidade e determinac@o das constantes cinéticas (K € Vax), sobre o substrato

pectina citrica;

. Estudo do efeito das varidveis do processo, empregando a técnica de
planejamento de experimentos, visando a otimizagdo das condic¢des de tratamento da enzima
fluido pressurizado (GLP e CO,), em termos de atividade residual relativa para as enzimas

imobilizadas;

o Avaliacdo da estabilidade das enzimas livre e imobilizadas submetidas ou nédo

ao tratamento em fluido pressurizado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresentard uma explanagdo sobre enzimas, em especial pectinases
enzima de interesse neste trabalho, uma breve revisdo sobre imobilizagdo enzimadtica e um
relato sobre o comportamento da atividade das enzimas quando expostas a fluidos

pressurizados.

3.1 ENZIMAS

As enzimas sdo comumente utilizadas em vdrias aplicagdes industriais, € a demanda
para aumentar a estabilidade, atividade e especificidade destas crescem rapidamente. O
mercado mundial de enzimas apresenta valor comercial de US$ 2 bilhdes anuais e vem
crescendo a cada ano com taxas de 8 a 10%. Deste total, o Brasil participa com 5% do
mercado mundial através de importagdes. A industria de alimentos € a que mais tem se
beneficiado com o uso das enzimas, sendo utilizadas em 15% dos processos industriais. Além
disso, este setor estd em crescente expansdo faturando aproximadamente R$ 1 trilhdo em
2005, o que representa um crescimento de 9,2% em relagdo a 2004. Desse total, a industria de
sucos naturais teve uma produgdo de 111 milhdes de litros entre janeiro e margo de 2007
representando um crescimento de 12,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2006. Neste
contexto, 60% do total de enzimas industriais fornecidas mundialmente sdo produzidas na

Europa, os restantes 40% nos EUA e Japao. (BHAT, 2000, AQUINO, 2007).

As enzimas mais produzidas mundialmente sdo as hidrolases, com as carbohidrolases
formando o segundo grande grupo, aproximadamente 25% do mercado mundial de enzimas
correspondem as enzimas pectinases. Estas foram usadas na industria de racdo nos anos 30.
Durante as duas décadas seguintes, o uso de celulases, hemicelulases e pectinases cresceu
consideravelmente, especialmente nas industrias téxtil, de ragdo, uva e vinho assim como
producgdo de polpa e papel, desde entdo, cerca de 25% do mercado mundial de enzimas

correspondem as enzimas pectinases (BHAT, 2000, AQUINO, 2007).

A crescente procura por enzimas para aplicagdes industriais (DAVOLI et al., 2004;

KRISHNA, 2002, SCHIMID et al., 2002, SHIN et al., 2004) esta relacionada com a
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seletividade pelo substrato, ou seja , a capacidade de discriminar substratos distintos mas

estruturalmente semelhantes (KLIBANOV, 2001).

As enzimas sdo biocatalisadores com propriedades que as tornam altamente atrativas,
pois aumentam a taxa de reacdo quimica sem sofrer transformacdo. Além de serem ativas e
versateis, elas catalisam uma série de transformagdes de modo seletivo, rdpido e em condi¢des
brandas de reacdo, o que as difere dos catalisadores convencionais. Outra vantagem na
utilizacdo de enzimas ¢ a facilidade em se regular a atividade enzimaética, pois para isso basta
modificar a natureza do meio de reacdo, alterar o pH ou adicionar suplementos. Geralmente,
possuem alta especificidade como consequéncia de sua conformagdo tridimensional
(DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002; PIZARRO & PARK, 2003; HERNALTEENS &
MAUGERI, 2010).

3.2 PECTINASES

Pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem usadas na inddstria. Sua
aplicagdo comercial foi observada em 1930 para a preparagcdo de vinhos e sucos de frutas.
Porém, apenas na década de 1960, a composi¢do quimica dos tecidos de plantas ficou
esclarecida e com esse conhecimento, cientistas comegaram a estudar e aplicar essas enzimas
com maior eficiéncia. Como resultado, pectinases sdo hoje as enzimas que mais crescem no
setor comercial, sendo produzidas principalmente por bactérias, fungos e leveduras

(CARVALHO, 2007).

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas, produzidas
em diferentes combinagdes pelas plantas e por micro-organismos como fungos, leveduras e
bactérias (SAKAI et al., 1993; GAINVORS et al., 1994). Porém, estudos de produciao de
pectinases sdo mais abundantes para fungos filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais
sdo provenientes destes micro-organismos e o pH ideal para suas atividades aproxima-se do

valor de pH de muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0 a 5,5 (UEDA et al., 1982).

Embora a pectina apresente outros aglicares em sua composicdo, 0 termo enzimas
pectinoliticas, ou pectinases, refere-se ao grupo de enzimas que agem sobre os residuos de
dcido galacturdnico. Devido a presenca de vérias formas de pectina nas células das plantas,
sd0 necessarias pectinases com diferentes formas de acdo para sua degradacio (GUMMANDI

& PANDA, 2003). Estas enzimas podem ser induzidas por substratos pécticos ou produzidas
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constitutivamente, dependendo do organismo estudado (MALDONADO & STRASSER de
SAAD, 1998)

Sua classificacdo € baseada de acordo com o substrato preferencial, mecanismo de
acdo e sitios de clivagem, (ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001). A substincias
pécticas sdo classificadas em (JAYANI e al., 2005; KASHYAP et al., 2000):

3.2.1 Protopectinases

As protopectinases (PPases), também conhecidas por pectinosinases catalisam a
hidrélise da protopectina, originando dcido péctico e pectina, diminuindo a rigidez da parede
celular durante o amolecimento e o amadurecimento. Solubilizam protopectina formando a
pectina soldvel altamente polimerizada. Sdo principalmente de dois tipos: protopectinase tipo
A que reage com o sitio interno, faz a clivagem na parte interna da molécula do 4cido
poligalacturénico da protopectina e protopectinase tipo B que reage com o sitio externo, ou
seja, com as cadeias de polissacarideos que podem estar conectadas as cadeias de acido

poligalacturdnico, constituintes das paredes celulares (JAYANI ez al., 2005).

3.2.2 Desmetoxilantes

Pectina esterase, polimetilgalacturonato esterase ou PMGE (EC 3.1.1.11) catalisa a
desesterificagdo da pectina (Figura -1). A desesterificagdo da pectina ocorre linearmente ao
longo da molécula, por mecanismo em cadeia simples, comumente reduzindo a esterificacao
em 10% (GAVA, 1998). Durante a reacdo ocorre a quebra da molécula da dgua e a adi¢do de
um hidrogé€nio a um carbono da ligacdo e adi¢do do grupo hidroxila a outro carbono,
produzindo metano e pectina com baixo grau de metoxilagdo. A reagdo cessa antes que todos
os grupos carboxilas sejam removidos. Em parte, essa inibi¢do ocorre pelo aumento da
concentragdo do produto formado (pectato) e, também, devido a possivel repulsdo entre
grupos carboxilas carregados negativamente (TRIBESS, 2003). Apresenta valores de pH
6timo variando de 4 a 8 e temperatura 6tima de 40 a 50°C (ASSIS et al., 2004).
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Figura 1 — Acdo da pectinesterase sobre a molécula de pectina.

Como pode se observar na Figura 1 a enzima pectinesterase atua sobre pectina

altamente metoxilada, liberando metanol (SANTI, 2005).

3.2.3 Despolimerizante
Sao subdivididas em hidrolases e liases:
Hidrolases: incluem as polimetilgalacturonases (PMG) e as poligalacturonases (PG).

Polimetilgalacturonases (PMG): catalisam a clivagem hidrolitica da ligag@o glicosidica
a-1,4 da pectina. Estas sdo subdivididas em endo-PMG (EC 3.2.1.15),que causa a clivagem
randomica da ligacdo glicosidica a-1,4 da pectina, preferencialmente na pectina altamente
esterificada e exo-PMG (EC 3.2.1.15), que causa clivagem sequencial ndo redutora da cadeia

da pectina.

Poligalacturonase (PG): (EC 3.2.1.15) hidrolisam liga¢cdes glicosidicas a-1,4 entre dois
residuos de 4cido galacturdnico. E a maior enzima com funcdo hidrolitica, podendo ser
classificada de acordo com sua acdo endo ou exo do 4cido péctico. As endo-PG (EC 3.2.1.15)
catalisam a hidrdlise aleatéria da ligagdo glicosidica a-1,4 do 4cido péctico. As exo-PG sdo
subdivididas em exo-PG-1 (EC 3.2.1.67) que hidrolisa as ligacdes sucessivas do acido
poligalacturénico a partir da extremidade ndo redutora (Figura-2), liberando &cidos
galacturdnicos livres e exo-PG (EC 3.2.1.82), que hidrolisa as ligagdes alternadas do 4cido
digalacturénico livre. Possuem pH o6timo de atividade na regido levemente 4cida e

temperatura 6tima entre 30 e 50 °C.
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Figura 2- Acdo das exo-poligalacturonases tipo 1 sobre 4cido poligalacturdnico.

Na Figura - 2 € apresentado mecanismo de ac¢do da exo-poligalacturonases tipo 1 onde
ocorre a liberacdo de um mondmero de 4cido galacturdnico por hidrélise da molécula de

pectina nao esterificada (SANTI, 2005).

Liases incluem polimetilgalacturato liase (PMGL) e a poligalacturonato liase (PGL).

Polimetilgalacturonato Liase (PMGL, EC 4,2,2,10): catalisa a quebra da pectina por
clivagem trans-eliminativa. S@o classificadas em endo-PMGL, que catalisa a clivagem
aleatéria da ligacdo glicosidica a-1,4 da pectina e exo-PMGL, que catalisa a quebra
sequencial da pectina por transelimina¢do na extremidade da cadeia. Atuam preferencialmente
na pectina (MARTINS, 2006; JAYANI et al., 2005, YADAV et al., 2009). A Figura 3

representa a forma de acdo da exo-PMGL.
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Figura 3 — Acdo de exo-pectina liase sobre pectina.



Através de Figura -3 nota-se a dupla ligacdo gerada pela acdo da enzima exo-pectina

liase sobre a pectina (SANTI, 2005).

Poligalacturonato liase (PGL): catalisa a clivagem da ligacdo glicosidica a-1,4 do
dcido péctico por transeliminag@o. Sdo divididas em endo-PGL (EC 4.2.2.2) que catalisam a
clivagem aleatéria da ligagcdo glicosidica a-1,4 do acido péctico e exo-PGL (EC 4.2.2.9) que
catalisa a clivagem sequencial da ligacdo glicosidica a-1,4 do 4cido péctico na extremidade da

cadeia (CORREIA, 2010).

3.2.4 Aplicacoes industriais das pectinases

As enzimas, de um modo geral, sio amplamente utilizadas nos processos industriais,
em razdo da sua especificidade e do seu potencial catalitico. Entretanto, uma enzima torna-se
comercialmente interessante somente se houver demanda ou possuir propriedades que
atendam aos requerimentos técnicos e econdmicos do processo em escala industrial (BRAVO

et al., 2000).

Pectinases de origem microbiana apresentam grande interesse comercial por sua vasta
aplica¢do na inddstria de alimentos, principalmente no processamento de frutas e vegetais

(BLANCO et al, 1999).

3.2.4.1 Indistrias de sucos de frutas

As substincias pécticas sdo responsaveis pela consisténcia, turbidez e aparéncia dos
sucos das frutas, e sua presenga causa um aumento considerdvel na viscosidade do suco,
dificultando a filtracio e a concentracdo (ALKORTA, et al., 1998, FERNANDEZ-
GONZALEZ, et al., 2004). A adi¢io de enzimas pectinoliticas nos purés de frutas e vegetais
resulta na degradacdo da pectina e outros componentes de alto peso molecular (De
GREGORIO, et al., 2002, SARIOGLU, et al., 2001), diminuindo a viscosidade ¢ aumentando
o rendimento dos sucos ocasionando uma aparéncia cristalina no produto final e reduzindo em
até 50% o tempo de filtracio (JAYANI, er al.; 2005, FERNANDEZ-GONZALEZ, et al.,
2004, SOUZA, et al.,2003) .

Durante meados da década de 30, quando as industrias de frutas comegaram a produzir

sucos, o rendimento era baixo e muitas dificuldades foram encontradas para filtrar o suco e se



atingir uma clarificagdo estdvel. A partir de entdo, pesquisas utilizando pectinases, celulases e
hemicelulases de microrganismos, juntamente com o conhecimento dos componentes vegetais
das frutas, diminuiram essas dificuldades (BHAT, 2000 , JAYANI, et al., 2005).

A combinagdo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de
enzimas de maceracdo, € usada na extracdo e clarificacio de sucos de frutas e vegetais
(KAUR, et al., 2004, SOUZA, et al., 2003). A adi¢do de o —amilase e amiloglicosidase, ativas
a pH 4cido, € usada no processamento de frutas contendo amido, especialmente maga, para
prevenir turvagio (BHAT, 2000 , SAKAI et al., 1993, LANG e DORNENBURG, 2000,
TAJCHAKAVIT,et al., 2001) .

O tratamento enzimdtico conduz a uma extensa degradacdo da lamela média e da
pectina das paredes celulares por acdo de poligalacturonase, pectina metil esterase e pectina
liase. O efeito sinergistico da combinacdo de pectinases e celulases € um processo crucial no
tratamento enzimdtico da polpa para uma quase completa liquefacdo das frutas e dos
vegetais(SORENSEN, et al., 2004, DEMIR, et al., 2001). A hidrdlise enzimética das paredes
celulares aumenta o rendimento de extracdo, diminui o conteudo de aguicares, de matéria seca
solivel, de 4cidos galacturdnicos e a acidez tituldvel. A polpa resultante tem baixa
viscosidade e a quantidade de residuos da polpa é reduzida (DEMIR, et al., 2001).

O uso de enzimas de maceracdo aumenta o rendimento da extragdo e melhora o
processamento, sem aumento de custos. Essas enzimas sao utilizadas apds o corte da matéria-
prima, para macerar a polpa até a liquefacdo parcial ou total da fruta, diminuindo o tempo de
processamento e melhorando a extracdo dos componentes da fruta. Apds a extragdo,
pectinases sdo adicionadas para clarificacio e diminui¢do de viscosidade para facilitar a
filtracdo e concentracdo (BHAT, 2000).

Em sucos clarificados, como de magd, as pectinases sdo utilizadas na separacdo de
particulas sedimentdveis, na filtracdo ou centrifugacdo. As vantagens do uso de pectinases em
sucos incluem: utilizagdo em diversos tipos de produtos, isto €, sucos clarificados, ndo
clarificados, concentrados, polpas, purés etc.; redu¢do do tempo total para extracdo do suco
em relagdo aos processos cldssicos, auxiliam na producdo de sucos e concentrados estaveis
com reducdo de residuos da polpa; custos de produgdo reduzidos e possibilidade de
processamento de diferentes frutas (KASHYAP, et al., 2001) . Em sucos ndo clarificados,
como o de laranja, € feita a desnaturac@o da pectina esterase com o aquecimento do suco, para

prevenir a perda da turbidez desejada, ou congela-se o suco concentrado para manter a enzima
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em estado inativo (KASHYAP, et al., 2001). O tratamento térmico brando pode resultar em
produtos de alta qualidade, com melhor qualidade de aroma e maior conteido vitaminico
(SORENSEN, et al.; 2004). Durante o processo de extragdo do suco, as enzimas podem ser
adicionadas no final da extracdo da polpa lavada para diminuir a viscosidade ou apds a
extragdo final, para aumentar a liberacdo de agucares e solidos soldveis, melhorando o
rendimento e diminuindo a viscosidade.

O tratamento enzimdtico melhora a estabilidade da turvacdo, pois a degradacdo da

pectina € limitada (KASHYAP ez al., 2001) .

3.2.4.2 Recuperagdo de oleos essenciais

Os 6leos essenciais estdo localizados especialmente nas células do albedo de frutas
citricas e contém hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos), compostos oxigenados
(aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas e fendis) e residuos nido volateis (ceras, flavondides e
acidos graxos) (KASHYAP, er al., 2001). Apds a extracdo do suco, as particulas de albedo e a
emulsdo Oleo-dgua sdo separadas. Esta emulsdo € passada em um ciclone e, a seguir,
centrifugada para produzir uma emulsdo rica em 6leo, que é concentrada (KASHIAP, et al.,
2001). A aplicag@o de pectinases hidrolisa os complexos de pectina-proteina, liberando o 6leo,
aumentando o rendimento, diminuindo o tempo de processo e melhorando a qualidade do

produto final JAYANILer al., 2005, KASHYAP, et al., 2001).

3.2.4.3 Indistrias de vinhos

Pectinases, em conjunto com 3 -glucanases e hemicelulases, t€m sido utilizadas na
producdo de vinho. As vantagens do uso das trés enzimas sdo: melhor maceragdo da casca e
aumento da extragdo de pigmentos, facilita a clarificac@o e a filtracdo do mosto e aumenta a
qualidade e a estabilidade do vinho (BHAT, 2000, , TAKAYANAGTI, et al., 2001).

A adi¢do de pectinases durante o esmagamento das uvas ou no mosto de vinho
melhora a extragdo do suco, reduz o tempo de clarificacdo e aumenta o conteido de terpenos
no vinho. Prepara¢des comerciais de pectinases com alta atividade de pectina liase e baixa
atividade de pectina metil esterase sdo referidas por minimizarem a liberacdo de metanol dos

dcidos poligalacturdnicos metilados durante a produgdo de vinho (BHAT, 2000) .
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Enzimas pectinoliticas adicionadas durante a maceracdo das uvas para producdo de
vinho tinto resultam no melhoramento das caracteristicas visuais (cor e turbidez), quando
comparadas com vinhos ndo tratados, apresentando caracteristicas cromdticas consideradas

melhores que os vinhos controle (JAYANILez al., 2005) .

3.2.4.4 Extracdo de éleos vegetais

Oleos de canola, coco, semente de girassol, palma e oliva s@o tradicionalmente
produzidos por extracdo com solventes organicos, mais comumente o hexano. A degradacio
da parede celular por enzimas pectinoliticas permite seu uso para extracio de 6leo vegetal em
processo aquoso, pela liquefagdo dos componentes estruturais das paredes celulares das
sementes que contém d6leo (KASHYAP, er al., 2001) .

Preparacdes comerciais enzimdticas contendo pectinases, celulases e hemicelulases
comecaram a ser utilizadas para extragdo de 6leo de oliva, sendo adicionadas durante a
prensagem das azeitonas para melhorar o processo de extracdo (BHAT, 2000, KASHYAP, et
al.,2001). O uso de enzimas de maceracdo aumenta a quantidade de agentes anti-oxidantes e
de vitamina E em 6leo de oliva extravirgem, reduz a inducio ao rango, aumenta a extragdo,
melhora o fracionamento na centrifugacio e produz 6leo com baixo teor de umidade (BHAT,

2000).

3.2.4.5 Alimentos funcionais

Pectina e polissacarideos pécticos estdo emergindo como ingredientes alimentares
bioativos. Pectina de grapefruit, usado industrialmente como estabilizante e como suplemento
de alimentos infantis, melhora a nutricdio e o desenvolvimento fisico infantil. Esses
oligogalacturonideos e seus produtos de degradacio por enzimas pectinoliticas sdo
classificados como “probidticos”, por serem ndo digeriveis, ou seja, ndo sdo hidrolisados na
parte superior do trato gastrintestinal, e podem ser usados como promotores de saide em
nutricio humana e animal por estimularem seletivamente o crescimento e/ou a atividade de

espécies de bactérias residentes no colo intestinal (LANG e DORNENBURG, H., 2000).
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3.2.4.6 Melhoramento na extracdo de amido de mandioca

Polpa de mandioca, o residuo sélido produzido apds a extracdo do amido, contém uma
proporcao significante de granulos de amido (68%, base seca) e de fibras (27%, base seca). O
alto contetido de fibras provavelmente diminui a extra¢cdo do amido remanescente, mantendo
os granulos juntos e presos em uma rede fibrosa, que pode ser rompida por métodos
enzimdticos, baseados na aplicacdo de uma mistura de pectinases e celulases que destroem a
integridade estrutural da matriz responsdvel pelo aprisionamento dos granulos, expondo e

liberando o amido (SRIROTH, et al., 2000).

3.2.4.7 Fermentagdo de café e chd

Pectinases sdo importantes na fermentacao de café e chd, pois aceleram o processo de
fermentacdo (KASHYAP, er al., 2001, SILVA, et al., 2000) , melhorando a qualidade do
produto final (SHARMA e SATYANARAYAMA , 2006) .

Enzimas pécticas sdo adicionadas para remover a camada de mucilagem do grao,
constituida de trés quartos de substancias pécticas.

Celulases e hemicelulases, presentes em preparagdes comerciais, sdo aspergidas nos
graos, acelerando o processo de fermentacdo. Como o tratamento dos grios de café em larga
escala com enzimas comerciais é custoso e nao econdmico, sdo utilizadas enzimas pécticas
microbianas obtidas da fermentacdo de residuos da mucilagem (JAYANI, et al., no prelo,

KASHYAP, et al., 2001) .

3.2.4.8 Industria téxtil

Enzimas pectinoliticas podem ser usadas nas industrias téxteis para degradar a camada
de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior processamento
(KASHIAP, et al., 2001; MINUSSI, et al., 1997; PICCOLI-VALLE, et al., 2001) , no
tratamento do residuo liquido e na degomagem das fibras naturais (KAUR, et al., 2004).

Pectinases alcalinas sdo utilizadas para maceracdo das fibras vegetais, como linho,
canhamo e juta, na biopreparacdo de algodio e no polimento enzimatico de tecidos mistos de
juta e algoddo (SHARMA e SATYANARAYAMA , 2006). A degomagem de fibras de rami
com pectina liase produz fibras com qualidade superior aquelas produzidas por complexos

enziméticos comerciais ou utilizando processo quimico com soda alcalina, além de reduzir a
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poluicdo ambiental provocada pela liberacdo da soda caustica (KASHIAP, et al.; 2001,
PICCOLI-VALLE, et al.; 2001).

Em algodéo cru, a remog¢éo da pectina, cera e agentes de goma com a utilizacdo de
pectinases em conjunto com amilases, lipases e hemicelulases em condi¢bes adequadas,
substitui o uso da soda cdustica e gera produtos de alta qualidade, para posterior tingimento e

processo de tecelagem com menor consumo de energia (SAWADA e UEDA, 2001).

3.2.4.9 Industria de papel e celulose

Durante a fabricacdo de papel, pectinases podem despolimerizar substincias pécticas
e, subseqiientemente, diminuir a demanda cationica das solugdes pécticas e do filtrado
resultantes do branqueamento com perdxido (JAYANI, et al., 2005), solucionar problemas de
retencdo no branqueamento mecanico da celulose e no tratamento dos efluentes dos moinhos

de papel (SHARMA e SATYANARAYAMA , 2006).

3.3 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

A atividade das enzimas € funcdo direta da sua estrutura tercidria ou quaterndria.
Nessas condicdes, todo tratamento que modifique a conformagdo da enzima (aquecimento,
modificagdo do pH, pressdo), dificultando ou impedindo a fixacdo do substrato na enzima ou
ainda modificando a estrutura do sitio ativo, alterard as propriedades cataliticas da enzima e,
portanto, o seu funcionamento. Existe uma zona de temperatura, as vezes estreita, para a qual
atividade enzimdtica € maxima. Essa variagcdo da atividade enzimatica em fungdo da
temperatura € determinada em condicdes de operagcdo bem definidas. De fato, a variacdo da
atividade enzimadtica resulta de dois efeitos antagdnicos: de um lado, o aumento da agitacdo
das moléculas com a elevagdo da temperatura que aumenta a freqii€ncia das colisdes entre o
substrato e a enzima; de outro, a desnaturacio da proteina enzimatica. Esta desnaturacio vai
modificar a estrutura tercidria e a quaterndria da proteina globular e fazer, portanto, a enzima
passar de uma conformagdo ativa a uma conformacgdo desprovida de atividade (SCRIBAN,
1985).
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A caracterizagdo bioquimica das enzimas ganha destaque por fornecer dados para
compreender a atuacdo e as alteracdes ocorridas, além de fornecerem dados que devem ser
considerados no momento da aplicacio da enzima em um processo. Temperatura e pH 6timos,
estabilidade térmica e pH, os efeitos da utilizagcdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio
na obtenc¢do da enzima, e outros parametros sdo decisivos na hora do dimensionamento de um

processo enzimatico (RIGO, 2009; MALDONADO, 2006).

A estabilidade térmica é a capacidade que a enzima soldvel ou imobilizada possui de
manter seu potencial catalitico quando submetida a uma data temperatura por um dado tempo

(ARROYO et al., 1999).

3.4 IMOBILIZACAO

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo quando estocadas ou durante o seu uso por
acometimento de fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos. Para que a catdlise seja eficiente em
um determinado processo, hd necessidade de proteger as enzimas da interven¢do com o
solvente, meio no qual ¢é realizada a reacdo, pois este poderia provocar inativacio,
impossibilitando a catdlise da reacdo. Para isso, a técnica de imobilizagdo ¢ utilizada para
fornecer uma maior estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperacdo e reutilizacdo

(VILLENEUVE et al., 2000).

Segundo Brigida (2006) enzimas imobilizadas sdo aquelas que se encontram ligadas
covalentemente ou ndo em um suporte que possa proteger a capacidade catalitica da enzima.
O processo de imobilizacdo consiste em circundar o material com atividade biol6gica em uma
matriz polimérica envolvida por uma membrana semipemedvel. Esta membrana permite a
difusdo de nutrientes, oxigénio e protege de perdas internas da célula de ambos, stress

mecanico e compostos téxicos (QI et al., 2006).

O principal objetivo da imobilizagdo enzimdtica € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a sua
forma livre. Idealmente a enzima imobilizada deverd exibir uma capacidade catalitica

superior, embora a imobilizacdo possa inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima
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em alguns casos. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como

modifica¢des no sitio ativo (DALLA-VECCHIA et al, 2004).

O aumento da atividade enzimdtica geralmente ocorre, pois a enzima quando
imobilizada fica protegida pelo suporte frente as trocas de pH, temperatura, for¢a idnica,
forcas de cisalhamento, interface ar-liquido entre outras variacdes do meio solvente em que se

encontra (WISEMAN, 1991).

Em geral, os métodos mais utilizados para imobilizacdo de enzimas sdo adsorcdo e
oclusdo da proteina no interior do polimero (POWELL, 1990). O processo de oclusdo consiste
no aprisionamento de uma enzima em uma matriz polimérica ou em uma membrana
semipermedvel, de tal forma que se permita a penetragdo do substrato e difusdo dos produtos
e impeca a liberagdo da proteina, conservando integralmente sua estrutura (RODRIGUEZ et
al., 2006). No processo de adsorcdo, a fixacdo da proteina € puramente fisica, ou seja a
proteina adere a superficie de um suporte inerte, por meio de ligacdes hidrofdbicas, ligacdes
eletrostaticas e forcas de Van der Waals. A metodologia de adsor¢do de enzimas € um
processo simples e de facil execugdo, porém cabe ressaltar que, sua maior desvantagem é que
durante o processo de lavagem a enzima pode dessorver do suporte (KEMENY &

CHALLACOMBE, 1988).

A imobilizacdo de enzimas realizada em suportes sélidos faz com que as moléculas da
enzima aumentem sua catdlise e ainda facilite o reuso por mais tempo devido a sua fécil

separacao com o meio da reacdo (LEE et al., 2009).

3.4.1 ENCAPSULAMENTO

A imobilizagdo de um biocatalisador via inclusdo, ou microencapsulagio, consiste em
confinar a enzima proteina em um polimero insolivel ou em uma microcdpsula. Neste sistema
cria-se uma célula artificial que fica delimitada por uma membrana porosa. As enzimas, ndo
sdo 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
utilizacdo desta técnica € que a enzima nao interage quimicamente com o polimero evitando a

desnaturacdo enzimatica (DALLA-VECCHIA et al, 2004).
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Chang (1964) foi pioneiro na aplicagdo de encapsulamento como técnica de
imobilizacdo de enzimas, a partir de entdo se tem imobilizado por encapsulamento um grande
nimero de enzimas, usando distintos materiais e métodos de preparacdo das microcapsulas

(WISEMAN, 1991).

Polimeros naturais e sintéticos sdo utilizados como suporte na imobilizagdo de
inimeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas, micro-organismos, aditivos
alimenticios, pesticidas e compostos com atividade farmacoldgica. Alguns polimeros
gelificam por gelificacdo i0nica, gelificacdo térmica ou por combinagdo desses dois
mecanismos. A preparacdo de uma solucdo polimérica aquosa com um ion de baixa massa
molar, onde polieletrdlitos de cargas opostas interagem formando um complexo. Mediante
essa técnica, o material de recheio € extrusado como gota dentro de uma solucdo, formando

uma gota gelificada (ROCHA & GROSSO, 2006).

O uso de agentes gelificantes naturais, como gelatina, agarose e k-carragenas sio
bastante utilizados na imobilizacdo (DALLA-VECCHIA et al, 2004). Mais comumente tem-
se utilizado para a encapsulacdo a unido de dois ou mais polimeros (HERTZBERG et al,
1992). O alginato € o polimero mais utilizado em imobiliza¢des e microencapsulamentos

(LIANG et al, 2000).

Li et al. (2007) imobilizaram pectinases utilizando alginato como suporte e
glutaraldeido como agente reticulante para facilitar a imobiliza¢do da enzima e para evitar a
dessor¢do da mesma, combinacio esta que rendeu uma atividade residual considerdvel de

66 %.

3.5 TRATAMENTO DE ENZIMAS EM FLUIDOS PRESSURIZADOS.

Visando a realizacdo de reacdes enzimadticas a altas pressdes € de fundamental
importancia a avaliacdo do comportamento das enzimas nestes fluidos, uma vez que a perda
de atividade pode levar a baixas taxas de reacdo e formacdo de produtos secundirios
(KASCHE et al., 1998). De fato a estabilidade e atividade enzimética pode depender da
enzima, das caracteristicas do solvente, do conteido da 4gua da enzima/suporte/meio

reacional e das varidveis de processo envolvidas, significando que diferentes efeitos podem
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ser obtidos dependendo das caracteristicas do sistema sob investigacdo (MESIANO et al.,

2001).

A aplicagdo de solventes em condi¢des supercriticas € baseada na observacdo
experimental da caracteristica que muitos gases apresentam, de melhorar significativamente o
seu poder de solubilizagdo quando submetidos a altas pressdes (Mc HUGH e KRUKONIS,
1994). Nestas condic¢des, passa-se diretamente do estado gasoso ao estado supercritico
(HOYER, 1985). A concepcdo de estado supercritico faz referéncia a um estado da matéria
em que o composto se comporta como fluido, pois apresenta propriedades intermedidrias
entre a de um gas e de um liquido e também se refere ao fato de uma substincia se encontrar
em uma condi¢do de temperatura e pressdo acima dos valores criticos. No ponto critico, as
fases gasosa e liquida tornam-se idénticas, isto é, s uma fase existe (ALMEIDA FILHO,
2003).

A combinacgdo das propriedades das fases liquida e vapor, caracteristica do estado
supercritico ocorre de uma forma extremamente vantajosa para utilizacdo dos fluidos
supercriticos (FSC) como solventes. O FSC possui densidade préxima a do liquido, o que
fortalece as suas propriedades de solvente. Por outro lado, a viscosidade, a difusividade e a
tensdo superficial apresentam valores proximos aos do estado gasoso, o que torna as
propriedades singulares fazem dos FSC meios bastantes interessante para reacdes quimicas e
enzimdticas (OLIVEIRA,1999). A Tabelal apresenta as propriedades criticas de varios

solventes que sdo comumente utilizados em reagdes enzimaticas.

Tabela 1 — Propriedades criticas de vdrios solventes.

Solvente Peso molecular Temperatura critica Pressdo critica Densidade
(g/mol) (K) (MPa) (kg/L)

CO, 44,01 304,1 7,38 469
Agua 18,02 6473 22,12 348
Metano 16,04 10,4 4.6 162
Etano 30,07 305,3 4,87 203
Propano 44,09 369,8 4,25 217
Metanol 32,04 512,6 8,09 272
Etanol 46,07 513,9 6,14 276
Acetona 58,08 508,1 4,7 278

Fonte: Wen et al,. (2009)
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Devido a criacdo de um ambiente de reacdo homogéneo e o fluido supercritico possui
inimeras vantagens incluindo um aumento na mistura do meio reacional, transferéncia de
calor e massa, diminui¢do nos tempos das reagdes, bem como por se tratar de um método
simples e facil para produg@o continua. Porém, algumas limitacdes sdo relatadas, como
ambiente severo para a reagdo e o efeito do gis sobre o material (BERMEJO e COCERO,
2006; MARRONE et al., 2004; HODES et al., 2004; WEN et al., 2009).

As propriedades do fluido supercritico variam com a densidade, que é uma fungio
forte da temperatura e da pressdo na regido supercritica. Isto torna os fluidos supercriticos
atrativos como meios de reagdes quimicas dando um maior controle das taxas de reacdo,
equilibrio, seletividade e atividade catalitica através da manipulagdo da temperatura e da
pressdo. Os estudos revelaram que técnicas e conceitos aplicados rotineiramente no estudo de
reacdes em solucdes podem ser aplicados para reagdes em condigdes supercriticas (SAVAGE

et al., 1995).

Enzimas sdo inativas na completa auséncia de dgua, mas a quantidade de &4gua
necessdria para uma enzima ser cataliticamente ativa € surpreendentemente baixa (ZAKS E
KLIBANOV, 1985). Solventes mais hidrofilicos apresentam uma tendéncia maior em retirar a
dgua essencial da proteina. Este principio pode também ser aplicado a sistemas envolvendo

fluidos supercriticos. (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2000 e 2001).

A atividade enzimdtica depende do tipo de fluido pressurizado provavelmente como
resultado de diferentes interagGes proteina-solvente. As interagdes proteina meio pressurizado
que podem afetar a atividade enzimética incluem a participagdo do substrato, produto e dgua
entre a enzima e o solvente, e interacdes diretas entre o fluido e a enzima, as quais podem
inibir ou inativar a enzima por quebra das ligacdes hidrogénio, i6nica e hidrofébica. A
participacdo do substrato entre o sitio ativo e o solvente depende da hidrofobicidade do
solvente e da enzima. Os solventes menos nocivos as enzimas sdo aqueles mais hidrofébicos,
pois interagem menos com a dgua necessdria para o funcionamento da enzima. Solventes
hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou centros
capazes de formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a 4gua essencial das proximidades

da enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica (KNEZ e HABULIN, 2001).

Pode-se inferir que dependendo da magnitude da pressdo aplicada, a extensdo das

mudangas na estrutura em proteinas globulares pode ser diferente de uma enzima para outra.
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Neste sentido, pode também ndo ocorrer mudancas significativas na estrutura da enzima

mesmo a altas pressdes (KUHN ez al., 2010).

A maioria das enzimas possui atividade bastante especifica, capazes de catalisar s6
uma determinada rea¢do e de fazé-la s6 em um tipo de meio ou substrato. Algumas enzimas
sd0 mais versateis. Entretanto, todas as enzimas operam dentro de um limite estreito de
temperatura e pH (COX, 1987). Grande parte das enzimas apresenta sua atividade 6tima em
uma faixa de 30 a 40°C, sendo que acima de 45°C pode ocorrer desnaturacio (FENNEMA,
1993). Enquanto algumas enzimas perdem sua atividade catalitica a baixas temperaturas,
outras suportam, ao menos durante um curto periodo de tempo um intenso tratamento térmico

(BELITZ e GROSCH, 1997).

A catdlise enzimatica em fluidos pressurizados apresenta interesse particular para as
industrias farmacéuticas e de alimentos, principalmente devido a facilidade de recuperacdo
dos produtos, livres de solventes, ao final do processo. E importante salientar que em geral o
solvente pode afetar fortemente a atividade da enzima através de sua interacdo com o suporte,
no caso de enzimas imobilizadas, ou mesmo com radicais da propria enzima. Neste contexto,
como etapa anterior a utilizacdo de enzimas como catalisadores de reagdes em FSC, de
fundamental importincia € a avaliagdo de seu comportamento nestes solventes alternativos
aos orgénicos convencionais (OLIVEIRA et al, 2006 a,b; PRIMO, et al 2007). As enzimas
podem apresentar diferentes comportamentos dependendo do solvente utilizado, mesmo

quando submetidas as mesmas condi¢des experimentais (FEITHRMANN, 2005).

A atividade da lipase Yarrowia Lipolytica (Y1) foi avaliada em CO,, butano e propano
pressurizado com varidveis de taxa de pressurizacdo de 10 a 280 bar, temperatura de 35 a 75
°C, tempo de 1 a 6 horas e diferentes taxas de despressurizagdo. Ocorreu perda significativa
da atividade enzimdtica da lipase em CO,. Em butano e propano ndo ocorreram perdas

significativas de atividade (OLIVEIRA et al, 2006 a).

Segundo Oliveira et al. (2006 b) a enzima Novozym 435 apresentou ganho de
atividade em butano e propano pressurizado enquanto a enzima Lipozyme IM obteve perda de
atividade. O CO; ¢é o solvente que provocou a maior perda de atividade enzimatica, diferente
de n-butano e propano que se mostraram solventes apropriados para a utilizacdo em reacdes

enziméticas em fluidos pressurizados.
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O uso de fluidos comprimidos como solventes para reagdes quimicas pode ser uma
rota promissora no sentido de eliminar tracos de solvente dos produtos reacionais.
Adicionalmente, processos industriais em condi¢des proéximas ao ponto critico podem ser
vantajosos em termos de: consumo de energia, facilidade de recuperacdo do produto e

minimizacdo da formacdo de produtos secundérios (KNEZ e HABULIN, 1998).

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Na revisdo da literatura apresentada no decorrer deste capitulo, realizou-se uma
explanacdo sobre aplicacdo de pectinases, bem como a utilizag¢do de fluidos pressurizados em

enzimas, e uma breve revisao sobre imobiliza¢cdo enzimética.

Nio foi encontrado nenhum trabalho na literatura a respeito de Pectinametilesterase
imobilizada tratada a alta pressdo com objetivo de manter ou aumentar atividade enzimética
ou a sua estabilidade. Neste sentido, a contribuicio do presente estudo diz respeito a
imobilizacdo de duas enzimas comerciais e posterior avaliagdo do comportamento da

atividade e caracteristicas destas enzimas quando submetidas a fluidos pressurizados.
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4 MATERIAL E METODOS

7z

Neste capitulo é apresentada a descricdo dos materiais utilizados, dos aparatos
experimentais e dos procedimentos adotados no desenvolvimento do estudo. Além disso, é
apresentada a metodologia empregada para a determinacdo da atividade enzimdtica para

avaliar o efeito do processamento destas com fluidos pressurizados

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Enzimas

Para a conducdo do estudo, foram utilizadas duas pectinases comerciais, na forma
livre, que foram gentilmente cedidas pela empresa LNF Latino Americana Ltda. Os nomes
comerciais sdo Pectinex® MASH e Pectinex® Ultra SP-L.. Ambas sdo enzimas produzidas
por fermentacdo submersa do micro-organismos Aspergillus aculeatus e também Aspergillus

niger.

4.1.2 Reagentes

z

O gés liquefeito de petrdleo foi fornecido pela Petrobras e € constituido por uma
mistura de propano (50,3%), n-butano (28,4), isobutano (13,7%), etano (4,8%) e outros
componentes secundarios (metano, pentano, isopentano, entre outros). O CO, utilizado foi de

procedéncia da White Martins S.A. (com 99,5% pureza, fase liquida)

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao enzimatica.

Para a caracterizacdo parcial da enzima, realizou-se a andlise do efeito do pH e
temperatura na atividade enzimatica, e determinou-se a taxa da reacdo em diferentes

concentragdes de substrato (pectina citrica), as concentragdes utilizadas foram baseadas em
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concentragdes utilizadas no laboratério para outras enzimas, obtendo-se os pardmetros de
Michaelis-Menten, a velocidade maxima (Vy;) de reagdo e a constante de afinidade (Ky,) para

o substrato.

4.2.1.1 Efeito de temperatura e do pH na atividade enzimadtica.

Para estudo do efeito da temperatura e pH na atividade enzimadtica utilizou-se a técnica
de planejamento de experimentos que € uma ferramenta estatistica que permite determinar as
varidveis que exercem maior influéncia no desempenho de um determinado processo, assim
como avaliar possiveis interagcdes entre variaveis de um processo. Além disso, essa ferramenta
também permite otimizar o sistema em estudo, com objetivo de maximizar ou minimizar uma
resposta. A principal vantagem da utilizacdo desta ferramenta é a reducdo do nimero de
experimentos e a consequente reducdo de custos (YUN e BAI, 2008; BURKET et al, 2005;
RODRIGUES e IEMMA,2005 ).

Realizou-se um delineamento composto central rotacional 2? (DCCR), com um total
de 11 experimentos (4 ensaios fatoriais, 4 ensaios dos pontos axiais e 3 ensaios repetidos na
condicdo central). As faixas de pH e temperatura estdo descritas na Tabela 2. Os resultados
foram analisados usando software Statistica® 7.0 Statsoft Inc. Assim foram determinados os

valores 6timos de pH e temperatura para as duas enzimas avaliadas.

Tabela 2- Varidveis e niveis estudados nos planejamentos 1 e 2

Varidveis Niveis
(-)1,41 (-)1 0 (H)1 (+)1,41
pH 3 3,4 4,5 5,5 6
Temperatura 30 37 55 73 80

4.2.1.2 Determinacdo de constante de Michaelis-Menten (K)) e velocidade mdxima

(Vmax)

Os pardmetros cinéticos das catdlises enzimdticas tém sido determinados

tradicionalmente pelo uso da velocidade inicial (Vy), quando diferentes concentracdes de um
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substrato sdo usadas (TORRES er al., 2004). A partir dos valores de velocidade inicial da
reacdo (Vo) e da concentracio do substrato (2,5 a 40 g.L'l), os coeficientes cinéticos,
velocidade maxima (Vy) e a constante de Michaelis-Menten (Ky), foram calculados. Para
determinar Ky e Vy utilizou-se o método de Lineweaver-Burk, que consiste em uma

linearizag¢@o (Equacdo 1) da equacdo de Henri-Michaelis-Menten (Equagdo 2).

_ V maxx [S ]
Kmx [S ]
Equacdo 1
1 _ KmlV maxx|S] L]
v Vmdx X .[S ] Vmdx
Equacdo 2

4.2.2 Imobilizacao com alginato de sodio e carvao ativado

A imobilizagdo foi realizada por adsor¢io em carvdo ativado seguida de
encapsulamento em gel. O encapsulamento foi baseado na gelificacdo de alginato de sédio,
utilizando glutaraldeido para enrijecimento do gel, carvao ativado como suporte sélido
organico, sacarose, dgua e extrato enzimdtico das duas pectinases que foram submetidas
posteriormente ao tratamento com fluidos pressurizados. A utilizagdo da combinagdo alginato
de sddio e glutaraldeido como suporte e agente reticulante foi baseada em estudo de Li et al.

(2007).

A imobilizagdo seguiu o método descrito por Risso er al. (2009). As concentragdes de
alginato, glutaraldeido e carvdo ativado foram determinadas por Richeti er al (2012). O

processamento de imobilizacdo estd descrito a seguir.

Para o preparo da solucdo de gel adicionou-se 10g de dgua destilada a 0,26 g de
alginato de s6dio que foi aquecido (sem ferver) até a dissolugdo total do alginato. Enquanto
ainda estava quente adicionou-se 6,5g de sacarose. Apds o resfriamento da solucdo de gel

acrescentou-se 3 mL de extrato enzimatico, 0,65g de glutaradeido e 0,39 g de carvéo ativado.

24



Para a imobilizacdo em forma de esferas, o gel contendo o extrato enzimatico foi
gotejado em uma solugdo de tampao acetato 0,1 M a pH 4,5 (o pH foi determinado durante a
caracterizacdo enzimatica), cloreto de sédio 0,2 M (1:1), com 3,5% de glutaraldeido que
estava mantida em banho de gelo, permanecendo sob agitacdo constante durante o

gotejamento.

As enzimas imobilizadas foram deixadas em descanso a 6°C por 24 horas para fixagdo
da enzima ao suporte. A seguir, foram lavadas com 4gua destilada e tampao acetato. Com o
intuito de manter a estrutura enzimatica apds o processo de imobilizacdo elas foram

armazenadas em uma solugdo de cloreto de célcio 0,05 M e tampao acetato 0,1 M.

4.2.3 Tratamento com fluido pressurizado

O tratamento com fluidos pressurizados foi realizado para as duas enzimas comerciais,
utilizando as condi¢des de operacdo baseadas em dois planejamentos experimentais para cada

enzima, um utilizando CO, como géas pressurizado e outro GLP.

4.2.3.1 Aparato experimental para tratamento da enzima em fluido pressurizado

O equipamento consiste basicamente de um reservatério de solvente, dois banhos
termostaticos, uma bomba de seringa (ISCO 260D), uma reator de ago inoxidavel com um
volume interno de 3 mL, um transdutor de pressdo absoluta (Smar, LD301) equipado com um
programador portétil (Smar, HT201) com uma precisao de + 0,4 bar. O diagrama esquematico
do equipamento é apresentado na Figura 4. O equipamento foi construido para conduzir os
experimentos até 350 bar e 80°C (FRICKS et al., 2006; FRANKEN et al., 2010). Todas as
linhas de montagem experimental empregaram tubulagdes de aco inoxiddvel com didmetro
externo 1/16°" (HIP). Uma ‘“check valve” (HIP 15-41AF1-T316SS) foi colocada entre a

bomba e o reservatdrio de solvente para evitar o refluxo de solvente pressurizado.

Duas outras vélvulas micrométricas (HIP 15-11AF2 316SS) completaram o aparato
experimental, uma localizada ap6s a bomba de seringa, na entrada da célula de alta pressio,
para permitir o carregamento de solvente e a outra logo apds a célula para realizar a descarga
do solvente. A célula de alta pressdo encontrava-se submersa em banho de dgua e apoiada por

um dispositivo simples, enquanto que as valvulas micrométricas ficavam localizadas fora do
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banho. Uma vista geral da unidade e do reator utilizados nos experimentos pode ser verificada

nas Figuras 4 e 5:

Figura 4 — Diagrama esquemadtico do aparato utilizado no tratamento das enzimas com o
fluido pressurizado. A — reservatério de solvente; B — banho termostitico; C bomba de
seringa; D — célula de aco; E — transdutor de pressdo; F — indicador de pressdo; G — valvula

micrométrica.

(a) (b)

Figura 5 — Detalhes da célula de ago inoxiddavel com volume interno de 0,5 g (a) e da célula

antes e depois de ser acoplada ao equipamento de alta pressio (b).
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Figura 6 — Vista da unidade experimental utilizada no tratamento enzimadtico (a) e da célula ja

acoplada a unidade experimental e mergulhado no banho termostatico (b).

4.2.3.2 Procedimento experimental

O banho termostatico onde a célula foi acoplada foi ajustado a 37°C para todos os
experimentos, a temperatura foi determinada com bases nos resultados obtidos nos
experimentos de efeito de temperatura e pH na atividade enzimatica. Quando a temperatura
encontrava-se estavel, a enzima imobilizada (em média 0,5g) era acondicionada na célula e
esta era acoplada ao sistema. ApOs este procedimento, o sistema era alimentado e
pressurizado com GLP ou CO; (a temperatura do banho para liquefazer o GLP e o CO, era de
5°C) até a pressdo estabelecida no planejamento experimental por um tempo determinado.
Depois de decorrido o tempo estipulado, o sistema era despressurizado a uma taxa também

estabelecida no item 4.2.3.3.

A atividade enzimética era determinada antes (atividade inicial) e apds (atividade
final) ao tratamento com fluido pressurizado. A atividade residual foi determinada de acordo

com o exposto na Equag@o 3.

27



Atividade apds pressurizacdo

Aividade residual(%) = x100

Atividade antes da pressurizacdo

Equagdo 3

4.2.3.3 Planejamento de experimentos

Com o objetivo de avaliar os efeitos das varidveis do processo (pressdo, tempo de
exposicdo e taxa de despressurizacdo (R)) sobre a atividade enzimdtica, um planejamento
composto central 2* foi realizado. A Tabela 3 apresenta o intervalo de estudo da varidveis para

enzima tratada com GLP e a Tabela 4 para a enzima tratada com CO,.

Tabela 3 — Variaveis e niveis experimentais avaliados nos planejamentos para GLP.

Variaveis Niveis

-1 0 1
Pressao (bar) 30 150 270
Tempo (horas) 1 3,5 6
R (bar/min) 20 60 100

Tabela 4 — Varidveis e niveis experimentais avaliados nos planejamentos para CO,.

Variaveis Niveis

-1 0 1
Pressao (bar) 75 175 275
Tempo (horas) 1 3,5 6
R (kg/m’min) 10 105 200

4.2.4 Estabilidade Enzimatica Térmica.

Como o tratamento térmico € difundido na industria alimenticia, o conhecimento da
estabilidade térmica das enzimas é essencial, a fim de otimizar as condi¢des de processamento
(GUIAVARCH et al,, 2003; GUMMADI & PANDA, 2003; REXOVA-BENKOVA &
MARKOVIC, 1976; VAN DEN BROECK et al.,, 1999).
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Avaliou-se a estabilidade da PME em diversas temperaturas (-80; -18; 4; 30; 40; 50 e
60°C), para as duas enzimas na formas livre, imobilizada e imobilizada tratada com fluido
pressurizado. Nas temperaturas baixas, a estabilidade foi avaliada por 100 dias, nas demais
temperaturas a estabilidade foi avaliada até a enzima perder 50% da atividade. Para a

avaliag@o da estabilidade enzimdtica na forma livre utilizou-se uma dilui¢cdo de 1:100.
4.2.4.1 Determinacdo da Constante de Inativacdo Enzimdtica e do Tempo de Meia Vida

A partir dos resultados obtidos na estabilidade enzimatica, foram calculados a
constante de inativacdo térmica (Kd) e o tempo de meia-vida (t;2). O tempo de meia-vida é
definido como o tempo necessdrio para que ocorra uma reducdo de 50% da atividade inicial
da enzima para cada temperatura. A Equacdo 4 foi utilizada para determinar o tempo de meia

vida.

—1In(0,5)
kd

t1/2=

Equacao 4

4.2.5 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade de pectinametilesterase (PME) foi determinada segundo método
titulométrico descrito por Hultin et al. (1966) com modificacdes. A temperatura e o pH foram
determinados conforme o ensaio a ser realizado, onde 30 mL de pectina citrica foram titulados
com NaOH 0,005 M até o valor de pH determinado no ensaio, sendo que a solucdo foi
mantida a temperatura previamente estabelecida. Em seguida, um mililitro do extrato
enzimatico foi adicionado e, apds o tempo de reagcdo de 30 min, titulou-se novamente ao pH
estipulado no ensaio. Uma unidade de PME foi definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar a desmetilagdo de pectina correspondente ao consumo de 1 pmol de NaOH min”

1 o . .. .. .
mL™, nas condi¢des do ensaio. Atividade enzimdtica pode ser determinada segundo a

Equacdo 5.
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VxNx10°
Xm

Atividade (U /g) =

Equacido 5
onde:
M = molaridade da solucdo de hidréxido de sédio (mol/L)
V = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra
m = massa de enzima utilizada na reagdo (g)
t = tempo de reacdo (min);

1U =1 pumol de NaOH min'lg‘l.

4.2.6 Determinacao do teor de proteina.

Para determinacdo do teor de proteina foi utilizado o aparelho Qubit Fluorimeter (Kit
Quant-iT Protein Assay), seguindo o método descrito pelo fabricante. A curva de calibracdo
foi obtida pela andlise de padrdoes de albumina de soro bovino (BSA) em trés concentragdes
(0, 200, 400 ng/pL) utilizando para cada, 190 pL da solug¢do tampdo, mais 10 pL. de cada
padrdo, deixando-se reagir por 15 min antes da leitura. Para quantificar a proteina das

amostras utilizou-se 10 pLL de amostra no lugar do padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem por objetivo apresentar e discutir os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho. Primeiramente foi feita uma caracterizacdo enzimadtica parcial das
pectinases comerciais, Pectinex Ultra SP-L e Pectinex MASH, pelo estudo do efeito da
temperatura e pH na atividade enzimética, determinando-se os pardmetros cinéticos Kyre Vi,
Entdo realizou-se a imobilizacdo das enzimas, que apds foram submetidas ao tratamento com
fluidos pressurizados (GLP e CO,). Para finalizar foi avaliada a estabilidade enzimatica para
as enzimas na forma livre, imobilizada e imobilizada tratadas com fluidos pressurizados e

determinados a constante de inativagdo enzimdtica e o tempo de meia vida.

5.1 EFEITO DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Devido ao fato da enzima possuir varios grupos ionizaveis, mudangas no pH afetardo o
sitio catalitico e a conformacdo da enzima. Em geral, enzimas sdo ativadas numa faixa
limitada de pH e para cada enzima existe um 6timo ou uma faixa 6tima de atuacdo

(MAUGER]I, 2002).

Para determinar o efeito que a temperatura e o pH causam na atividade enzimaética foi
realizado um planejamento de experimentos com um delineamento composto central

rotacional 22, totalizando 11 experimentos.

5.1.1 Efeito da temperatura e pH para enzima Pectinex Ultra SP-L

A Tabela 5 apresenta a matriz experimental em termos de atividade de PME, para
efeito de pH e temperatura, proteina e atividade especifica para a enzima Pectinex Ultra SP-L.
De acordo com estes resultado a maior atividade enzimatica (50,70 U.mL_’l) foi obtida no
ensaio 6, quando a medida de atividade enzimatica foi realizada a uma temperatura de 55 °C e

a titulagdo da atividade enzimadtica foi realizada até pH 6.

Os resultados apresentados referentes a atividade da pectinaesterase, foram tratados

estatisticamente para a avaliacdo dos efeitos de cada varidvel independente sobre a resposta.
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A Tabela 6 apresenta a andlise dos efeitos para os termos lineares, quadréticos e de interacio
entre as varidveis independentes. Os termos significativos no modelo codificado (equagdo)

foram selecionados pelo valor de p, considerando um nivel de significincia de 5% (p<0,05).

Tabela 5 -Matriz do DCCR (valores reais) com a resposta em termos de atividade enzimética
para enzima pectinesterase (PME) em fun¢do de pH e temperatura para a enzima comercial

Pectinex Ultra SP-L

Pectinex Ultra SP-L. PME

Ensaio pH Temperatura Atv. Exp Proteina Atividade Especifica

(°C) (UmL™) (mg.mL™") (U/mg)

1 -1(3.4) -1(37) 25,00 0,018 1250

2 1(5,5) -1(37) 50,50 0,19 2525

3 -1 (3,4 1(73) 0 0,017 0

4 1(5,5) 1(73) 1,30 0,018 65

5 -1,41 (3,0) 0 (55) 0,77 0,018 38

6 1,41 (6,0) 0(55) 50,70 0,019 2535

7 04,5 -1,41 (30) 16,70 0,017 835

8 0 (4,5) 1,41 (80) 0 0,018 0

9 04,5 0 (55) 43,20 0,019 2160

10 04,5 0(55) 44,10 0,018 2205

11 0 (4,5) 0(55) 44,90 0,019 2245

Tabela 6 — Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadraticos e de interacdo das

variaveis independentes para a enzima Pectinex Ultra SP-L.

Efeito Erro Padrao p
Média 44,06 7,14 8.10"
pH Linear (pH) 24,37 7,57 0,02
pH Quadrética (pH?) -17,26 9,03 0,11
Temperatura Linear (T) -24,50 7,57 0,02
Temperatura Quadratica (T?) - 34,75 9,03 0,01
pH x Temperatura (pH x T) -12,10 10,69 0,40

A Tabela 7 apresenta a andlise da varidncia (ANOVA) e foi empregada para a
valida¢do do modelo matematico codificado usado para a predi¢do da atividade de PME, para

Pectinex Ultra SP-L, dentro das faixas de pH e temperatura estudados. O valor de F reflete a
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razdo entre a soma quadritica média devido a regressdo e a soma quadratica média devido ao

erro e indica a significancia do modelo.

Tabela 7 — ANOVA para a atividade enzimdtica PME como resposta para o DCCR para a

enzima Pectinex Ultra SP-L

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 4298,39 5 859,68 7,52
Residuo 571,65 5 114,3
Total 4870,04 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,94, Fjos.55 = 5,05

Atv PME (ultra) = 44,05 + 12,19 * pH — 8,63 *x pH? + 12,25 T — 17,38« T2 — 6,05 x pH + T

Equacdo 6

O modelo codificado otimizado para atividade enzimética, apresentado na Equacgio 6,
foi validado pela andlise de varidncia (ANOVA). O coeficiente de determinacio obtido (0,96)
e o F calculado (7,52) maior que o F tabelado permitiram validar o modelo, com 95% de
confianca. O modelo codificado foi utilizado para gerar a superficie de resposta (Figura 7- a)
e a curva de contorno (Figura 7 - b) para atividade enzimética em funcdo do pH e
temperatura. Observa-se que a faixa de temperatura na qual a atividade foi maior variou entre
50 e 60 °C e a faixa de pH variou entre 4,5 e 6,0.

Visando a utilizacdo industrial da enzima optou-se pelas condi¢des do ponto central
(pH 4,5 e temperatura 55 °C), que estdo dentro da faixa dtima de atuacdo da enzima, para
determinar a atividade enzimética de PME para Pectinex Ultra SP-L nos préximos

experimentos.
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Figura 7 -a) Superficie de resposta; b) Curva de contorno para Atividade Enzimatica PME

enzima Pectinex Ultra SP-L.

5.1.2 Efeito da temperatura e pH para enzima Pectinex Mash

Na Tabela 8 apresenta a matriz experimental em termos de atividade de PME, proteina
e atividade especifica para enzima Pectinex Mash. A maior atividade (42 U.mL ™ foi obtida

no ensaio 6, nas mesmas condi¢des da enzima Pectinex Ultra SP-L.

Realizou-se o tratamento estatistico dos dados da Tabela 8, obtendo-se os efeitos
apresentados na Tabela 9. Visualizando a tabela verifica-se com um nivel de 95% de
significancia que o pH apresentou influéncia positiva e a temperatura influenciou
negativamente a atividade enzimdtica para PME (Enzima Pectinex Mash). A partir dos

coeficientes de regressdo obteve-se o modelo matematico empirico apresentado na Equacdo
7.

A andlise de variancia (ANOV A) dos fatores estudados foi realizada e estd expressa na
Tabela 10. O modelo foi validado, podendo assim gerar a superficie de resposta e a curva de
contorno (Fig 8 a-b), onde podem ser visualizadas uma faixa 6tima de pH e temperatura para
atividade enzimatica. Pelos mesmos motivos apresentados para enzima Pectinex Ultra SP-L

os proximos experimentos foram realizados em pH 4,5 e em temperatura 55 °C.
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Tabela 8 - Matriz do DCCR (valores reais) com a resposta em termos de atividade enzimatica
para enzima polimetilgalacturonase (PME) em funcdo de pH e temperatura para a enzima

comercial Pectinex Mash.

Pectinex Mash PME
Ensaio pH Temperatura  Atv. Experital Proteina Atividade Especifica
(°0) (UmL™") (mg.mL™) (U/mg)
1 -1 (3,4) -1(37) 15,2 0,017 760
2 15,5) 1(37) 32,4 0,018 1620
3 -1 (3,4) 1(73) 5,3 0,019 265
4 1(5,5) 1(73) 4,1 0,018 205
5 -1,41 (3,0) 0(55) 10,9 0,019 545
6 1,41 (6,0) 0(55) 42 0,019 2100
7 04,5 -1,41 (30) 41 0,017 2050
8 04,5 1,41 (80) 2,8 0,016 140
9 04,5 0(55) 39,7 0,019 1985
10 04,5 0(55) 34,4 0,018 1720
11 04,5 0(55) 39,1 0,018 1955

Tabela 9 — Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadriticos e de interacdo das

variaveis independentes para a enzima Pectinex Mash.

Efeito Erro Padrao p
Média 37,77 4,76 5.10°
pH Linear (pH) 15,0074 4,76 0,05
pH Quadrética (pH?) -16,34 6,97 0,06
Temperatura Linear (T) -23,08 5,84 0,01
Temperatura Quadratica (T?) - 20,92 6,97 0,03
pH x Temperatura (pH x T) -9,2 8,24 0,31

Atv PME (mash) = 37,77 + 7,05« pH — 8,17 * pH? — 11,54 * T — 10,46 * T?> — 4,6 * pH =« T

Equacao 7
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Tabela 10 — ANOVA para a atividade enzimatica PME como resposta para o DCCR para a

enzima Pectinex Mash

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 2625,00 5 525 31,01
Residuo 84,64 5 16,93
Total 2709,64 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,93, Fys.5.5 = 5,05

EOURIALT IPRPRIN

Temperalura
B

b) |

Figura 8 - a) Superficie de resposta; b) Curva de contorno para Atividade Enzimatica PME

enzima Pectinex Mash

Os resultados de temperatura e pH 6timos para os dois preparados enzimdticos estdo
préximos aos encontrados na literatura. Gonzalez (2009), encontrou valores de pH entre 4,0-
4,5 e temperatura de 45°C ao determinar as condi¢des 6timas da atividade da PME presente
em preparagdes industriais (Pectinex 100L Plus, Panzym Univers e Panzym Clears). Dinu et
al. (2007) purificaram cinco enzimas pectinoliticas produzidas a partir de Aspergillus niger
MIUG16 e também encontrou valores semelhantes, temperatura 6tima de 40°C e pH 4,4. E no
trabalho realizado foi encontrada uma faixa 6tima quando o pH estava acima 4,5 até 6 e com

temperatura entre 30 e 55°C.

Para PME extraida de goiaba, Leite et al. (2006) encontraram pH 6timo 8,5 e uma

faixa de temperatura 6tima entre 75-85°C. Vivar-Vera et al., (2007) realizou um estudo com
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pectinase de Crataegus pubescens, sendo que esta ndo apresentou atividade de PME em pH 3
ocorrendo um aumento na atividade a partir do pH 4, tendo pH 6timo 7,5, e temperatura

maxima foi medida em 55°C.

Essa diferenca de pHs pode ser explicada por Benen et al. (2003) que relata que a
PME presente em plantas e bactérias tem pH 6timo que varia entre 6 e 8. Ja nas produzidas
por alguns fungos, como no caso das duas PMEs em estudo, o pH 6timo encontra-se entre 4 e

6.

A atividade em temperaturas altas € uma propriedade desejavel, especialmente para a
aplicagdo em industrias de processamento de frutas, como clarificacio de suco de maca

(KASHYAP et al., 2001; FAWOLE & ONDUFA, 2003).

5.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS Ky E Vyix

Apds a andlise dos efeitos e determinar qual seria o melhor pH e temperatura para

realizacdo dos experimentos, determinou-se o parametros cinéticos das duas enzimas.

Uma faixa de 2,5 a 40 g.L'1 de concentracdo de pectina citrica foi utilizada para ver
qual o efeito causado na atividade enzimadtica, podendo assim obter-se os valores de Kyre V.
Para a enzima Pectinex Ultra SP-L obteve-se um valor de 2,25 mg mL"' e 0,75 pmol.mL .
min ! para Ky e Vy respectivamente, e para Pectinex Mash 5,42 mg mL' e 1,80 pmol

mol.mL™" . min™.

Leite et al. (2006) encontraram valores de 0,23 e 0,32 mg mL! para Ky e 0,244 e
0,053 pmol mL" min™ para PME extraida de goiaba. Arbaisah et al. (1997) avaliaram duas
pectinametilesterases e encontraram valores de Ky 0.52 mg mL™' e 0,0843 mg mL™' e

velocidades maximas de 154 pmol mg_1 min~' e 726 pmol mg_1 min~".

O valor de Ky indica a afinidade da enzima pelo substrato. Quanto menor o Ky, maior
a afinidade da enzima pelo substrato; logo, a velocidade da reagdo também sera maior

(TORRES et al 2004).
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No trabalho realizado a enzima apresentou uma menor afinidade pelo substrato do que
os resultados apresentados na literatura, isso pode ter ocorrido pelo fato de ndo ter sido

realizado um estudo prévio para saber em qual substrato a enzima melhor agiria.

5.3 IMOBILIZACAO E TRATAMENTO A ALTA PRESSAO

Nesta etapa sdo demonstrados e discutidos os resultados obtidos para atividade
enzimdtica das pectinameteliesterase. As duas enzimas, Pectinex Ultra SP-L. e a Pectinex
Mash, foram imobilizadas e submetidas ao tratamento com fluidos pressurizados (GLP e

CO,).

5.3.1 Imobilizacao

Ap6s a imobilizagdo foram medidas a atividade enzimdtica e o teor de proteina,
determinando-se a atividade especifica das enzimas. Com a imobilizagao, a atividade das duas

enzimas diminuiu, os resultados estdo expressos na Tabela 11.

Tabela 11 — Comparagio da atividade enzimadtica na forma livre e imobilizada

Enzima Livre Enzima Imobilizada
Atividade Proteina Atividade Atividade Proteina Atividade
(U/mL) (mg/ml) Especifica (Ul/g) (mg/g) Especifica
(U/mg) (U/mg)
Pectinex MASH 39,5 0,018 1975 12,23 0,018 611,5
Pectines Ultra SP-L 44,2 0,017 2210 2,87 0,016 179.4

Pode-se perceber que depois de imobilizada, houve grande redugdo da atividade

especifica, possivelmente devido a resisténcia difusional causada pelo gel.

5.3.2 Avaliacao do efeito do tratamento CO; nas duas enzimas

A pectinase Pectinex Ultra SP-L e a Pectinex Mash, previamente imobilizadas foram

submetidas ao tratamento em fluidos pressurizado (CO;). A atividade enzimadtica, o teor de
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proteina e a atividade especifica foram determinados logo apds a imobilizacdo e ao tratamento

com CO; pressurizado.

Tabela 12- Atividade relativa residual, proteina e atividade enzimdtica especifica, para
pectinase Pectinex Ultra SP-L apds tratamento enzimaético.

Pectinex Ultra SP-L Tratada com fluido pressurizado CO,

Pressao Tempo R At. Rl. Residual Proteina At. Especifica
Ensaio (bar) (h) (kg m>min™) (%) (mg/g) (U/mg)
1 75(-1) 1(-1) 10 (-1) 0,75 0,011 2,28
2 75(-1) 1(-1) 200 (1) 0,82 0,011 2,37
3 75(-1) 6 (1) 10 (-1) 0,77 0,009 2,32
4 75(-1) 6 (1) 200 (1) 0 0,012 0
5 275(1) 1(-1) 10 (-1) 0 0,008 0
6 275(1) 1(-1) 200 (1) 1,28 0,011 3,28
7 275(1) 6 (1) 10 (-1) 0 0,012 0
8 275(1) 6 (1) 200 (1) 0 0,009 0
9 175(0) 3,5(0) 105 (0) 0 0,010 0
10 175(0) 3,5(0) 105 (0) 0 0,009 0
11 175(0) 3,5(0) 105 (0) 0 0,011 0

Atividade Enzimatica Inicial = 2,76 (U/g)

Tabela 13 - Atividade relativa residual, proteina e atividade enzimdtica especifica, para
pectinase Pectinex Mash ap6s tratamento enzimatico.

Pectinex Mash Tratada com fluido pressurizado CO,

Pressao Tempo R At. Rl. Residual Proteina At. Especifica
Ensaio (bar) (hora) (kg m>min™) (%) (mg/g) (U/mg)
1 75(-1) 1(-1) 10 (-1) 10,69 0,021 65,059
2 75(-1) 1(-1) 200 (1) 3,90 0,019 23,73
3 75(-1) 6 (1) 10 (-1) 2,87 0,022 17,40
4 75(-1) 6 (1) 200 (1) 1,62 0,018 9,84
5 275(1) 1(-1) 10 (-1) 1,78 0,019 10,86
6 275(1) 1(-1) 200 (1) 9,71 0,021 59,11
7 275(1) 6 (1) 10 (-1) 0,35 0,022 2,15
8 275(1) 6 (1) 200 (1) 0,20 0,020 1,25
9 175(0) 3,5 (0) 105 (0) 1,053 0,021 6,40
10 175(0) 3,5 (0) 105 (0) 1,069 0,022 6,50
11 175(0) 3,5 (0) 105 (0) 121 0,021 7,35

Atividade Enzimaética Inicial = 12,76 (U/g)
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Os resultados obtidos para atividade da enzima Pectinex Ultra SP-L e Pectinex MASH
submetidos a CO, supercritico sdo apresentados na Tabela 12 e 13 respectivamente. Verifica-
se que ndo houve aumento de atividade enzimética, e em quase todos 0s experimentos com a

enzima Pectinex Ultra SP-L a enzima foi inativada.

Quando as enzimas sdo expostas aos fluidos pressurizados, sua estrutura externa tende
a ficar mais rigida, essa rigidez pode favorecer a desnaturacio, e por consequéncia, ocasionar

perda de atividade (KNEZ, 2009).

O CO; é um solvente hidrofilico, possui a capacidade de retirar a 4gua essencial para a
manuten¢gdo da atividade da enzima causando a desnaturacdo desta por uma mudanga
conformacional levando, consequentemente, a uma perda de atividade. (KAMAT et al.,
1995). Possivelmente as enzimas estudadas neste trabalho podem ter apresentado perda de
atividade por esse motivo, pois para Knez e Habulin (2001) solventes hidrofilicos, ou seja,
solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou centros capazes de formar

pontes de hidrogénio, como é o caso do CO,, tendem a retirar agua essencial das

proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica.

Outro fator que deve ser levado em conta é o suporte utilizado para imobilizagdo. A
natureza do suporte usado para imobilizar uma enzima tem um importante papel na
determinagdo da participacdo da dgua entre enzima, solvente e suporte e, consequentemente,
na atividade da enzima. A imobilizacdo em suportes hidrofilicos pode reduzir a atividade
enzimdtica, devido a mudangas conformacionais. (DALLA VECHIA et al. 2004). Segundo
Feihrmann, (2005) a enzima Novozym 435, e a Yarrowia lipolytica apresentaram perda de
atividade quando exposta ao tratamento com CO; o que pode ter ocorrido por uma ndo

ocorrer uma boa interagdo entre a enzima/suporte/solvente.

A PME ¢ inativada por calor nos processos convencionais de preservacdo, os quais
levam a efeitos prejudiciais no sabor, cor e qualidade nutricional (HENDRICKX et al.,
1998). Tem sido reportado que tratamentos sob pressdes podem inativar parcialmente (acima
de 90%) a PME da laranja (HENDRICKX et al., 1998; OGAWA et al.,1990), a qual ndo é
reativada durante o armazenamento e transporte. Neste sentido, pode-se observar a relevincia

da investigagdo de PME utilizando CO, como fluido supercritico.
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5.3.3 Avaliacao do efeito do tratamento GLP nas duas enzimas

Nesta etapa sdo apresentados os resultados obtidos na avaliagdo da atividade
enzimdtica da PME para Pectinex Ultra SP-L e Pectinex MASH, na forma imobilizada

submetida ao GLP pressurizado.

5.3.3.1 Pectinex Ultra SP-L

Os resultados obtidos para a pectinase Pectinex Ultra SP-L imobilizada apds
processamento em GLP pressurizado sdo apresentados na Tabela 14. Pode-se verificar que
ndo houve um aumento da atividade enzimdtica, assim como quando pressurizado com CO,,
porém a atividade residual foi superior a obtida anteriormente, realizando-se assim o
tratamento estatistico. De acordo com a Tabela 13, a maior atividade relativa residual foi
obtida no ensaio 6 (Pressdo = 270; Tempo = 1h; R=100 bar.mjn'l) com 63%, e a menor
atividade relativa residual ocorreu no experimento 3 (Pressio = 30; Tempo = lh; R=20
bar.min™), onde observamos que a pressdo e a taxa de despressurizagc@o afetam a atividade

enzimatica.

Tabela 14 — Atividade relativa residual, proteina e atividade enzimadtica especifica, para

Pectinex Ultra SP-L apds tratamento com fluido pressurizado (GLP).

Pressao Tempo R At. Rl. Residual Proteina At. especifica
Ensaio (bar) (h) (bar.min-") (%) (mg/g) (U/mg)
1 30(-1) 1(-1) 20 (-1) 22,87 0,011 69,02
2 30(-1) 1(-1) 100 (1) 17,34 0,013 50,21
3 30(-1) 6 (1) 20 (-1) 4,11 0,012 12,42
4 30(-1) 6 (1) 100 (1) 17,89 0,011 51,76
5 270(1) 1(-1) 20 (-1) 36,38 0,012 74,86
6 270(1) 1(-1) 100 (1) 63,06 0,009 161,20
7 270(1) 6 (1) 20 (-1) 6,92 0,010 20,04
8 270(1) 6 (1) 100 (1) 46,21 0,010 154,87
9 150(0) 3,5(0) 60 (0) 20,61 0,011 53,18
10 150(0) 3,5(0) 60 (0) 22,36 0,012 58,50
11 150(0) 3,5 (0) 60 (0) 25,69 0,011 63,99

Atividade Enzimaética Inicial = 2,76 (U/g)
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Com a andlise estatistica dos dados apresentados na Tabela 14, obteve-se a tabela de
efeitos (Tabela 15). Observa-se que todas as varidveis apresentaram efeitos significativos
(p<0,05), demonstrando que com aumento da taxa de despressurizacdo e da pressdo e
diminui¢do do tempo, maior serd atividade residual relativa. Foi possivel a validacdo do
modelo para atividade residual relativa pela andlise de variancia (Tabela 16), em fun¢do de
tempo, pressdo e taxa de despressurizagdo. Com o modelo validado foi possivel construir as

superficies de resposta juntamente com as curvas de contorno apresentadas na Figura 9.

Tabela 15 - Andlise dos efeitos para termos lineares e de interacdo das varidveis
independentes para atividade da pectinase Pectinex Ultra SP-L em termos de pressdo, taxa de

despressurizacdo e tempo, com GLP utilizado como fluido pressurizado.

Efeito ngigo p
Média 25,77 1,10 <0,01
Taxa de despressurizacdo R 18,55 2,58 <0,01
Tempo -16,13 2,58 <0,01
Pressdo 22,58 2,58 <0,01
R x tempo 7,98 2,58 0,04
R x pressao 14,43 2,58 0,01
tempo X pressao -7,02 2,58 0,05

A=2577+928XR—-8,06Xt+11,29X P+399XRXt+7,21XRXP—-351xtXP

Equacdo 8

Tabela 16 — Anélise de variancia (ANOVA) para Pectinex Ultra SP-L. em GLP pressurizado

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 2871,89 6 478,64 36,0
Residuo 53,17 4 13,29
Total 2925,06 10

R”= 0,98 Fj05=6,16
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Figura 9-Superficies de resposta e curvas de contorno para enzima Pectinex Ultra SP-L

submetidas ao tratamento com GLP pressurizado: (a) taxa de despressurizacdo (R) e tempo;
(b) taxa de despressurizagdo e pressao; (c) tempo e pressdo.
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5.3.3.2 Pectinex MASH

Os resultados obtidos para a pectinase Pectinex MASH imobilizada apds ser
submetida ao processo de pressurizagdo com GLP sdo apresentados na Tabela 17. O maior
ganho de atividade residual se deu no experimento 6 (Pressdao = 270 bar; Tempo = 1 h; R =

100 bar.min) com 117%.

Tabela 17 - Atividade relativa residual, proteina e atividade enzimética especifica, para

Pectinex MASH apds tratamento com fluido pressurizado (GLP).

Pressao Tempo R Ativ. Rl Residual Proteina At. especifica
Ensaio  (bar) (h) (kg m>min™) (%) (mg/g) (U/mg)
1 30(-1) 1(-1) 20 (-1) 49,37 0,021 300,41
2 30(-1) 1(-1) 100 (1) 56,28 0,019 342,43
3 30(-1) 6 (1) 20 (-1) 18,76 0,022 114,17
4 30(-1) 6 (1) 100 (1) 26,52 0,019 161,46
5 270(1) 1(-1) 20 (-1) 49,27 0,019 299,80
6 270(1) 1(-1) 100 (1) 117,24 0,018 713,38
7 270(1) 6(1) 20 (-1) 21,18 0,023 128,87
8 270(1) 6(1) 100 (1) 47,71 0,021 290,32
9 150(0) 3,5(0) 60 (0) 65,01 0,019 395,59
10 150(0) 3,5 (0) 60 (0) 65,08 0,019 396,01
11 150(0) 3,5(0) 60 (0) 65,77 0,020 400,21

Atividade Enzimaética Inicial = 12,76 (U/g)

Os dados apresentados na Tabela 17 foram tratados estatisticamente e estdo
apresentados na Tabela 18. E possivel observar que das varidveis estudas no tratamento com
GLP apenas a varidvel taxa de despressurizacdo apresentou efeito significativo (p<0,1)
positivo, a variavel tempo efeito significativo (p<0,1) negativo. Podendo assim dizer que com
aumento da taxa de despressurizagdo e diminui¢do do tempo pode ocorrer um aumento na

atividade residual.

Com o tratamento estatistico foi possivel a validacdo do modelo empirico para a
atividade residual relativa da enzima Pectinex MASH, em funcio de pressdo, do tempo e da

taxa de despressurizagdo (R).
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Tabela 18 - Anadlise dos efeitos para termos lineares e de interacdo das varidveis
independentes para atividade da pectinase Pectinex MASH em termos de pressdo, taxa de

despressurizacdo e tempo, com GLP utilizado como fluido pressurizado.

. Erro

Efeito Padrio p
Média 52,93 4,41 <0,01
Taxa de despressurizacdo R (kg m'3min'1) 27,29 10,33 0,06
Tempo (Hora) -39,50 10,33 0,02
Pressao (Bar) 21,12 10,33 0,11
R (kg m~min™) x Tempo (Hora) -10,14 10,33 0,38
R (kg m~min™") X Pressdo (Bar) 19,96 10,33 0,12
Tempo (Hora) X Pressao (Bar) -9,31 10,33 0,42

O modelo codificado otimizado pra GLP € mostrado na Equacdo 9, sendo que foi
validado pela andlise de varidncia (ANOVA, Tabela 19), o coeficiente de determinacio obtido
(0,88) e o F calculado (1,3 vezes maior que o F tabelado) permitiram a validacdo do modelo
com 90 % de confianca. Com o modelo validado foi possivel construir as superficies de

resposta juntamente com as curvas de contorno apresentadas na Figura 10.

A=5293+13,65xR—19,75xt+10,56xX P —=5,07X RXt+9,98X RX P - 4,66 xXtx P

Equacido 9

Tabela 19- Andlise de varidncia (ANOVA) para Pectinex MASH em GLP pressurizado

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 6678,14 6 1113,02 5,21
Residuo 854,35 4 213,59
Total 7532,49 10

R?=0,88 Fy00,6:4=4,0
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Figura 10-Superficies de resposta e curvas de contorno para enzima Pectinex Ultra SP-L

submetidas ao tratamento com GLP pressurizado: (a) taxa de despressurizacdo (R) e tempo;
(b) taxa de despresssurizacao e pressdo; (c) tempo e pressao.
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As duas enzimas apresentaram comportamentos semelhantes para as trés varidveis. A
taxa de despressurizacdo apresentou efeito significativo positivo (p < 0,1), e o tempo
apresentou efeito significativo negativo (p < 0,1), demonstrando que maiores atividades
residuais sdo obtidas quando o tempo de exposi¢do da enzima a pressdo € pequeno e a uma

despressurizacdo rapida do sistema.

De acordo com Knez et al. (2004) a despressurizacdo € um dos fatores que mais afeta
a atividade das enzimas. O fluido pressurizado entra em contato com a estrutura terciaria da
enzima de um modo lento. Quando o sistema é despressurizado rapidamente ha uma expansio
rdpida do fluido, isso ocasiona uma diferenca de pressdo entre o ambiente onde se encontra a
enzima e a sua pressdo interna, gerando um desdobramento na estrutura da enzima, podendo
levar a um aumento da sua atividade e a seletividade. A desnaturacdo de proteina induzida por
pressdo foi um tépico de pesquisa importante em anos recentes e em alguns estudos, a
desnaturacdo pela acdo da pressdo parece ser um processo reversivel, diferente da

desnaturacdo causada por temperatura (JACKSON & ELLER, 2006)

Oliveira et al. (2006a) submeteram as lipases IM, Novozym 435 e de Yarrowia
lipolytica ao processamento com propano (30-250 bar) e butano (10-250 bar). Para o
processamento com propano as lipases Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica apresentaram
perda menos pronunciada na atividade, enquanto que a Novozym 435 apresentou um ganho
de atividade em todas as condi¢des experimentais investigadas. O processamento com butano
apresentou os mesmos resultados apontados no processamento com propano. O butano, por
apresentar uma baixa constante dielétrica, preserva a conformacdo enzimdtica sob altas
pressdes, diminuindo os possiveis efeitos da desnaturacio que levam & diminui¢do da

atividade enzimatica.

Silva (2011) comprovou que a fracdo de butano (28%) encontrada no GLP possui uma
maior influéncia na atividade especifica da enzima e também obteve melhores resultados
quando estas foram expostas por menor tempo (1 hora) ao GLP do que quando exposta em
gases puros. Resultados parecidos foram encontrados neste trabalho onde o melhor resultado

foi encontrado quando a enzima foi submetida por apenas 1 hora ao GLP.

Alguns trabalhos apresentados na literatura relatam que o uso de solventes com baixa

constante dielétrica, tais como o propano, poderiam manter ou aumentar a atividade e
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estabilidade enzimatica (KNEZ e HABULIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2006 a, b; FRICKS et
al., 2006)

A redugdo da atividade enzimdtica de enzimas imobilizadas pode ser devido a
dificuldade encontrada pelo gds para transpor o suporte de imobilizacdo, devido a mudancas

conformacionais. (NAKAMURRA et al., 1996;1997)

5.4 ESTABILIDADE ENZIMATICA EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

A estabilidade enzimadtica foi avaliada para enzima livre, enzima imobilizada e para
enzima imobilizada tratada com GLP pressurizado. Como as enzimas tratadas com CO,

tiveram grande perda de atividade, o estudo de estabilidade ndo foi realizado.

A estabilidade ap6s tratamento com fluidos pressurizados foi avaliada no ponto em
que a enzima teve menor perda ou maior ganho de atividade. Como as duas pectinases
obtiveram os melhores resultados nas mesmas condi¢des experimentais, as condi¢des
avaliadas foram as mesmas, utilizando-se uma pressio de 270 bar, por 1 hora e a

. - . . .1
despressurizacdo foi realizada com uma taxa de 100 bar.min".

5.4.1 Estabilidade a baixas temperaturas.

Os resultados obtidos durante o teste de estabilidade enzimatica da PME em fung¢do do
tempo, para temperaturas de 4; -18 e -80 °C estdo apresentados na Figuras 11 e 12 para a

enzima Pectinex MASH e Pectinex Ultra SP-L, respectivamente, nas 3 formas estudadas.

A Figura 11 mostra a estabilidade da Enzima Pectinex MASH em temperaturas baixas
na forma livre, imobilizada e imobilizada tratada com GLP pressurizado. A enzima foi
monitorada durante 100 dias, periodo este em que a enzima manteve sua atividade apesar de

ter ocorrido algumas oscilagdes.

Na Figura 12 pode se observar que as enzimas mantidas na temperatura de -80°C
mantiveram a estabilidade, mas nas demais temperaturas ocorreu um decréscimo na atividade
enzimdtica. A enzima na forma livre mantida a -18°C apresentou uma diminuicio

considerdvel no 1° dia de armazenamento (25%), depois de dez dias, as enzimas na forma
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imobilizada e pressurizada mantidas a -18°C também apresentaram uma perda da atividade.
Para as enzimas mantidas a 4 °C, a forma livre foi a que menos perdeu atividade, quando
comparada com as outras duas formas. Porém em nenhuma forma de armazenamento

decréscimos maiores que 50% foram observados.
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Figura 11 - Estabilidade da Pectinex MASH, (¢) 4°C Livre; (m) 4°C Imobilizada; (A ) 4°C
Pressurizada; (X) -18°C Livre; (OK) -18°C Imobilizada; (¢) -18°C Pressurizada; () -80°C
Imobilizada; (+ )-80 °C Livre; ( ) -80°C Pressurizada.
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Figura 12 - Estabilidade da Pectinex Ultra SP-L, (¢) 4°C Livre; (m) 4°C Imobilizada; (A)
4°C Pressurizada; (X) -18°C Livre; (OK) -18°C Imobilizada; (¢) -18°C Pressurizada; (-) -80°C
Imobilizada; (+ )-80 °C Livre; ( ) -80°C Pressurizada;
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Comparando as duas figuras pode-se perceber que a enzima Pectinex MASH possui

uma maior estabilidade em baixas temperaturas enquanto a enzima Pectinex Ultra SP-L nao.

5.4.2 Estabilidade a altas temperaturas.

A estabilidade térmica em temperaturas altas (30, 40, 50 e 60°C) estd representada nas

Figuras 13 a 16. Na Figura 13 estdo representados os resultados para a temperatura de 30°C.
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Figura 13 — Estabilidade enzimatica na temperatura 30°C: a) Pectinex MASH b) Pectinex
Ultra SP-L. (¢) Livre; (m) Imobilizada; ( A ) Pressurizada.
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Pode-se verificar que a enzima Pectinex MASH apresentou comportamento
semelhante para as trés formas da enzima, mas a enzima Pectinex Ultra SP-L apresentou
comportamento diferenciado, onde a enzima imobilizada apresentou um decréscimo (30%) no
primeiro dia e manteve-se estidvel por 2 dias, enquanto que a enzima na forma imobilizada
submetida ao tratamento com fluido pressurizado apresentou apenas no 2° porém perdeu
atividade mais rapidamente. No 3° dia esta mantinha apenas 15% da atividade residual,

enquanto a atividade da enzima livre diminuiu somente a partir do 5° dia de armazenamento .

A Figura 14 apresenta os resultados de estabilidade a 40°C, onde pode se observar que
a enzima Pectinex MASH na forma livre teve um decréscimo na atividade maior que 50%
depois de 24 dias de armazenamento, enquanto que nas outras duas formas este percentual é
apresentado com apenas 6 dias de estocagem. A enzima Pectinex Ultra SP-L. na mesma forma
livre foi a primeira a ter a sua atividade reduzida, em 12 horas de armazenamento apresentava
menos de 50% da atividade inicial, a enzima na forma imobilizada apresentou essa
diminuicdo apds 24 horas, e a enzima pressurizada teve um comportamento semelhante com a

mantida a 30°C s6 ocorrendo decréscimo a partir do 2° dia de armazenamento.
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Figura 14 - Estabilidade enzimdtica na temperatura 40°C: a) Pectinex MASH b) Pectinex
Ultra SP-L. (¢) Livre; (m) Imobilizada; ( A ) Pressurizada.

A Figura 15 apresenta a estabilidade das enzimas a 50°C. Observa-se que nenhuma

manteve a atividade por mais de 6 horas. A 50°C a primeira a reduzir mais de 50% da
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atividade inicial foi a enzima na forma livre, perto de 2 horas de incubacdo para enzima
Pectinex MASH, e alguns minutos para a Pectinex Ultra SP-L. As enzimas Pectinex MASH
na forma imobilizada e imobilizada pressurizada apresentaram uma diminui¢do de atividade
semelhante, sendo que sé sofreram uma reducdo de mais de 50% da atividade apds 4 horas de
exposicdo. A enzima Pectinex UltraSP-L na forma imobilizada apresentou mais de 50% de
queda na atividade depois de 2 horas de incubacdo, enquanto que a enzima imobilizada

pressurizada apresentou reduc@o depois de 4 horas de exposi¢do a temperatura.
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Figura 15 - Estabilidade enzimatica na temperatura 50°C: a) Pectinex MASH b) Pectinex
Ultra SP-L. (¢) Livre; (m) Imobilizada; ( A ) Pressurizada.
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Figura 16 - Estabilidade enzimatica na temperatura 60°C: a) Pectinex MASH b) Pectinex
Ultra SP-L. (¢) Livre; (m) Imobilizada; ( A ) Pressurizada.

Na figura 16 estdo relatados os resultados do armazenamento das enzimas as 60°C.
Todas as formas das enzimas apresentaram queda na atividade enzimética desde o primeiro
minuto de exposi¢do a temperatura, as formas livres de Pectinex MASH e ULTRA SP-L
foram inativadas em 30 e 7 minutos, respectivamente. Com 10 minutos de exposicdo, a
enzima Pectinex Ultra SP-L ndo apresentava mais atividade em nenhuma das formas estudas,
enquanto que a enzima Pectinex MASH apresentou diminui¢cdo de mais de 50 % da atividade

total depois de uma hora de estocagem.
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Com os resultados apresentados pode-se concluir que a atividade enzimadtica varia de
forma significativa dependendo da enzima, da temperatura e da forma que a enzima se

apresenta.

Glinka e Liao (2011) realizaram um estudo de estabilidade térmica durante 5 e 10
minutos para uma enzima produzida por Fusarium asiaticum, nas temperaturas entre 25°C e
55°C a enzima permaneceu estdvel. Na temperatura de 65°C apds 10 minutos a enzima foi
inativada. A PME de A. oryzae permaneceu estdvel a temperaturas de até 55 ° C e inativada
acentuadamente a temperaturas mais elevadas (Kitamoto et al. 1999). Dirix et al. (2005)
relataram que, apds tratamento para 15 min a 50 °© C, 57% da atividade inicial € mantida,
enquanto apenas 3% da atividade permanece apds 15 min a 55 ° C.

Vivar-Vera et al (2007) ao avaliar a estabilidade enzimética de Crataeys pubescens
encontrou resultados semelhantes para temperautra de 60°C onde a enzima perdeu mais de
50% da atividade residual relativa em 25 minutos . Unal e Bellur (2009) incubaram a enzima
extraida de cenoura por 5 minutos, em temperaturas acima de 55°C a taxa de inativacdo

aumentou muito, indicando que a PME extraida de cenouras € sensivel ao calor.

5.4.2.1 Determinacdo da Constante de Inativacdo Enzimdtica e do Tempo de Meia Vida

A Tabela 20 apresenta os valores encontrado para constante de inativacio térmica e

para o tempo de meia vida para cada temperatura.

Os parametros de inativacdo térmica de PME sdo apresentados na Tabela 20. As
constantes de primeira ordem inativagdo (kD) aumentou com o aumento da temperatura,
indicando que a enzima era menos termoestiavel a temperaturas mais elevadas. A meia-vida

(ti2) é um outro pardmetro importante utilizado na caracterizag@o da estabilidade da enzima.

Podemos observar também que conforme o aumento de temperatura a uma inversio na
estabilidade nas formas enzimadticas, a enzima Pectinex MASH nas temperaturas de 30 e 40°C
a enzima livre apresentou maiores valores para o tempo de meia vida, mas quando tratou-se
de temperaturas mais altas a enzima pressurizada obteve maiores resultados, a enzima
imobilizada apresentou resultados semelhantes. A enzima Pectinex Ultra SP-L livre
apresentou resultados superiores para a temperatura de 30 °C, para as demais temperaturas

melhores resultados sdo apresentados pela enzima imobilizada pressurizada.
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Tabela 20 - Constantes de inativagdo térmica (Kd) da lipase livre e imobilizada e seus

respectivos tempos de meia-vida (t;.).

Enzima Pectinex Mash

Enzima Pectinex Ultra SP-L

Forma Temperatura Kd (min) Tempo 1/2 (min) Temperatura Kd (min) Tempo 1/2 (min)
30 7.10° 99021 30 5.10° 13862
8 40 2.10° 34657 40 4.10* 1732
4 50 0,01 77 50 0,28 2,4
60 0,05 15 60 0,94 0,73
s 30 9.10° 74036 30 8.10° 8664
;§‘ 40 9.10° 7701 40 6.10"* 1155
‘g 50 3.10° 231 50 0,01 115
B 60 0,01 63 60 0,13 5,41
30 9.10° 76858 30 2,8.10% 2402
Xk 40 8.10° 8701 40 2,5.10* 2768
=5
el 50 2.10° 273 50 3.10° 224
-~
60 9.10° 73 60 0,44 1,5

Pelos resultados obtidos, pode se afirmar que quando houver necessidade de submeter

as enzimas Pectinex ULTRA e MASH & temperaturas superiores a 40°C, é aconselhdvel que a

mesma seja imobilizada, podendo assim permanecer ativa por mais tempo.

Segundo Bampi (2010) que avaliou a condi¢do otimizada, para uma pectinase, quanto

a estabilidade em diversas temperaturas verificou que a enzima polimegalacturonase

imobilizada apresentou os maiores tempos de meia vida (t;p) a 55°C (346 horas) e 25°C

(231 horas) o que o fez concluir que a imobilizagdo € um importante agente protetor

possibilitando a aplicag@o industrial da enzima em produtos.

Castro et al. (2006) encontrou resultados que mostram que o tratamentos combinando

pressdo e temperatura aumentam a atividade e a estabilidade enzimadtica.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

A consecucdo do presente trabalho permite, de maneira geral, concluir que:

A pectinases quando relacionadas a medida de atividade de pectinametilesterase
apresentam diferentes comportamentos dependendo do solvente utilizado, mesmo quando

submetidas a condi¢des semelhantes.

A enzima Pectinex Ultra SP-L obteve decréscimo de atividade residual relativa nos

dois solventes utilizados.

A enzima Pectinex MASH obteve um incremento na atividade residual de 17%
quando submetida a uma pressdo de 270 bar por 1 hora e despressurizada a uma taxa de 100
bar/min, tratada com GLP. Para o fluido CO, a enzima apresentou perdas de atividade

significativas em todos os experimentos.

Quando avaliada a estabilidade enzimdtica em temperaturas acima da ambiente
observou-se um comportamento semelhante para as duas enzimas. Ao ser estocada em
temperaturas mais altas (50 e 60 °C) a enzima imobilizada pressurizada em GLP foi a que
demorou mais tempo para atingir o tempo de meia vida, mas a 30 °C a forma livre das

enzima apresentou maior resisténcia.

A estabilidade em baixas temperaturas apresentou comportamento distinto para as
duas enzimas em estudo. A Pectinex MASH manteve-se estavel durante 100 dias. A Pectinex
Ultra SP-L manteve a estabilidade apenas para as enzimas estocadas a -80 °C, quando
armazenadas a 4 e -18 °C obteve-se um decréscimo na atividade residual, embora a enzima

ndo tenha mais de 50% da atividade.

6.2 SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestdes para

trabalhos futuros podem ser apontadas:
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Andlise da mudanca conformacional ocorrida nas enzimas apds serem submetidas a altas
pressdes através de técnicas como: microscopia eletronica de varredura (MEV) e Andlise

de Infra-vermelho.

Determinacao do teor de dgua das pectinases, visando correlacionar os resultados obtidos

com as caracteristicas dos solventes utilizados.

Utilizar os resultados obtidos neste trabalho em aplicacdes da enzima, como extragcdo de

suco.
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