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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-Graduacdo em Engenharia de
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ESTUDO DA IMOBILIZACAO DO EXTRATO ENZIMATICO
PECTINOLITICO DE Aspergillus niger ATCC 9642 EM MATRIZ POLIMERICA-
INORGANICA

Cindy Elena Bustamante Vargas
Margo/2013
Orientadores: Geciane Toniazzo
Rogério Marcos Dallago

As enzimas pectinoliticas tém como funcéo catalisar a degradacdo ou modificacdo das
sustancias pécticas. Cepas de Aspergillus spp. sdo as mais utilizadas para a bioproducao desse
tipo de enzimas. As técnicas de imobilizacdo permitem obter enzimas com maior estabilidade
em comparacdo com a sua forma solivel, além de sua recuperacdo e reutilizacdo. Neste
contexto, estudou-se a imobilizacdo do extrato enzimatico pectinolitico de Aspergillus niger
ATCC 9642 em matriz polimérica-inorganica de alginato-gelatina-oxalato de calcio (AGOCa)
e sua comparacdo com as matrizes controle de alginato-oxalato de célcio (AOxal) e alginato
de calcio (ACa), em termos de caracterizacdo parcial, morfologia, rendimento e reso. A
imobilizacédo se realizou por encapsulamento empregando o método de geleificacdo idnica do
alginato de célcio. Caracterizou-se a matriz de encapsulamento de AGOCa. Selecionaram-se
para o processo de imobilizacdo o tampéo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5) e a proporcdo
enzima/tampdo de 3:10 (v/v). Os tempos para a medida de atividade de Exo-PG do
imobilizado e de contato das esferas com a solucdo de CaCl, e gelatina foram fixados em 5 e
10 minutos, respectivamente. Demonstrou-se que hd uma relacdo proporcional entre a
incorporacdo do calcio na matriz de AGOCa e o tempo de contato com a solucdo de CaCl, e
gelatina. O extrato pectinolitico imobilizado nas matrizes de AGOCa e AOxal apresentou
valores 6timos de atividade de Exo-PG nas faixas de pH entre 5,0 a 6,0 e de temperatura entre
60 a 80 °C. Para a matriz de ACa os valores 6timos de atividade de Exo-PG foram observados
para um pH entre 5 e 6 e uma temperatura entre 40 e 80°C. Demonstrou-se que 0 extrato
imobilizado mantém sua atividade inicial apds 33 dias de armazenamento a 4 °C. Obtiveram-
se valores de Ky, de 3,0, 1,3 e 2,2 mg/mL e Vs de 3,85, 4,32 ¢ 3,17 umol/min.g para
AGOCa, AOxal e ACa, respectivamente. Através das analises morfoldgicas percebeu-se que
0 tampédo oxalato de sédio (100 mM, pH 5,5) conduziu a formacdo de esferas com forma
arredondada e com menor rugosidade na superficie. O maior rendimento de imobilizacao foi
de 72,7 % em AGOCa, seguido de 55,8 % em AOxal e 52,9 % em ACa. Foram possiveis 9, 7
e 6 ciclos de relso para o extrato imobilizado em AGOCa, AOxal e ACA, mantendo 56,3,
50,6 e 57,6 % de sua atividade inicial, respectivamente.

Palavras Chaves: pectinolitico, imobilizacdo, matriz polimérica-inorgénica.
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STUDY OF IMMOBILIZATION OF PECTINOLYTIC ENZYMATIC EXTRACT
FROM Aspergillus niger ATCC 9642 IN INORGANIC POLYMERIC MATRIX
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Pectinolytic enzymes function is to catalyze the degradation or modification of pectic
substances. Strains of Aspergillus spp are the most used at the production of this enzyme. The
techniques for enzyme immobilization produce biocatalysts with higher stability compared to
soluble enzyme and allow the recovery and reuse of these. In this context, the immobilization
of the pectinolytic enzyme extract of Aspergillus niger ATCC 9642 in inorganic polymer
matrix of alginate-gelatin-calcium oxalate (AGOCa) was studied and compared with the
control matrix of alginate -calcium oxalate (AOxal) and alginate-water (ACa) in terms of
partial characterization, morphology, yield and reuse. The immobilization was carried out by
encapsulating the pectinolytic enzyme extract, employing the method of ionic gelation of
calcium alginate. The characterization from matrix encapsulation AGOCa was done. Sodium
oxalate buffer (100 mM) was selected as adjuvant of the immobilization process for showing
precipitation with calcium at pH 5.5 and the enzyme to buffer ratio was defined as 3:10 (v/v).
The times to measure enzymatic activity of Exo-PG immobilized and the spheres contact with
the CaCl, solution and gelatin were set at 5 and 10 minutes, respectively. The atomic
absorption analysis revealed that there is incorporation of calcium into the matrix
encapsulating AGOCa as it increases the contact time in such CaCl, solution and gelatin. The
pectinolityc extract immobilized in matrices and AGOCa, AOxal presented optimal values of
Exo-PG activity in the pH ranges from 5.0 to 6.0 and temperature between 60 and 80 °C. For
the matrix ACa optimum values of Exo-PG activity was observed for a pH between 5 and 6
and temperature between 40 and 80 °C. It was demonstrated that, the extract immobilized
maintains its initial activity after 33 days of storage at 4 °C. K, values of 3.0, 1.3 and 2.2 mg /
ml and Vax 0f 3.85, 4.32 and 3.17 mol / min.g were obtained for AGOCa, AOxal and ACa,
respectively. From the morphological analysis, it was observed that, the sodium oxalate buffer
(100 mM, pH 5.5) led to the formation of spheres with a rounded shape with less roughness at
the surface. The highest yield of immobilization was 72.7% in AGOCa, followed by 55.8%
and 52.9% in AOxal and ACa, respectively. Were possible 9, 7 and 6 cycles of reuse to
extract immobilized on AGOCa, AOxal and ACa, maintaining 56.3, 50.6 and 57.6% of the
initial activity, respectively.

Key Words: Pectinolytic, immobilization, polymer-inorganic matrix.
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1 INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas o desenvolvimento tecnoldgico tem atingido dimensdes
incalculaveis e, dentro desse contexto, os processos biotecnolégicos industriais merecem
destaque especial (ALVES et al., 2006). As enzimas produzidas podem ser utilizadas em
areas diversas como a industria alimenticia, farmacéutica, téxtil, detergentes e no tratamento
de efluentes (KASHYAP et al., 2001).

A biocatalise e a tecnologia enzimatica sdo processos que apresentam significativa
relevancia social, ambiental e econdémica, uma vez que constituem ferramentas promissoras
para a sintese de compostos de alto valor agregado, resolvem problemas no manejo de
efluentes, podem substituir processos quimicos por processos biocataliticos, gerando um
menor impacto ambiental e, além disso, as enzimas geradas com essas técnicas apresentam
vantagens em relacdo aos catalisadores inorganicos, como alta especificidade, condicdes
brandas de reacdo, baixo consumo de energia e maior atividade catalitica (MONTES, 2006;
PEREIRA, 2005).

Porém, apesar dos beneficios, a substituicdo de catalisadores quimicos por bioldgicos
ndo € generalizado nos processos industriais, devido principalmente a instabilidade de
algumas enzimas nas condigdes do processo, queda da atividade durante as reacgdes,
contaminacdo do produto final pela presenca do catalisador em solucédo, dificuldade da sua
eliminacdo da mistura de reacdo e a impossibilidade da sua recuperacdo e reutilizacéo
(ARROYO, 1998; ARMISEN, 1997).

Frente a isso, as técnicas de imobilizacdo de enzimas surgiram como alternativa para
solucionar tais inconvenientes, pois, com a imobilizacdo, o catalisador homogéneo, facilmente
perdido apos a reacdo, torna-se um catalisador heterogéneo, separavel do meio reacional, com
maior estabilidade em comparacdo com a enzima solivel e reutilizavel, permitindo que o

processo biotecnoldgico seja economicamente viavel (DATTA et al., 2013).

As pectinases sdo um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
hidrolisando ligacbes glicosidicas ao longo da cadeia carb6nica (UENOJO e PASTORE,
2007). De acordo com seu mecanismo de acdo se classificam em, protopectinases, esterases e
despolimerases (incluem as enzimas hidroliticas e liases). A producdo de pectinase ocupa

cerca de 10% da producdo total de preparacdes enzimaticas (PEDROLLI et al., 2009).
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As pectinases sdo enzimas que hidrolisam as substancias pécticas e na industria de
alimentos, utilizam-se comumente para a clarificacdo e aumentar o rendimento da producao
de sucos, producdo de vinhos e nos processos de extracdo e maceracdo de frutas e vegetais
(JEGANNATHAN e NIELSEN, 2013; SEMENOVA et al., 2006; JAYANI et al.,2005).

Preparacdes comerciais de pectinases sdo normalmente de origem flngicas,
especialmente de Aspergillus e Penicillium, as quais exibem caracteristicas de alta atividade
de pectinametilesterase, poligalacturonase e pectina liase (SIEIRO et al.,2012; ZENI, 2011).
Geralmente, sdo vendidas no estado sollvel, apresentando os problemas de aplicacdo antes

mencionados.

Levando em conta o exposto anteriormente, neste trabalho, estudou-se a imobilizagédo
do extrato enzimatico pectinolitico de A. niger ATCC 9642 em matriz de alginato-gelatina-
oxalato de célcio (AGOCa) e a sua comparagdo com matrizes controle de alginato-oxalato de
calcio (AOxal) e alginato-agua (ACa), em termos de caracterizacdo parcial, estabilidade ao

armazenamento, parametros cinéeticos, morfologia, rendimento e reuso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a imobilizacdo do extrato enzimatico pectinolitico de Aspergillus niger ATCC

9642 em matriz polimérica- inorgénica de AGOCa.

2.2 Objetivos especificos
Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

e selecionar o tampdo coadjuvante do processo de imobilizacdo e a razdo
enzima/tampdo (v/v) a ser utilizada;

e caracterizar a matriz de AGOCa em termos de tempo de contato com a solucdo de
cloreto de célcio e gelatina, tempo de reacdo para a dosagem de atividade de Exo-
poligalacturonasica e incorporacédo de calcio na matriz de encapsulamento;

e comparar a matriz de AGOCa com as matrizes controle de AOxal e ACa, em relacdo a
temperatura e pH 6timos, estabilidade ao armazenamento, parametros cinéticos (K e

Vmax), morfologia, rendimento e reuso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, realiza-se uma descricdo da composi¢cdo quimica e a estrutura das
substancias pécticas e detalha-se a classificagdo das enzimas pectinoliticas e as aplicacGes
industriais. Posteriormente, faz-se referéncia as caracteristicas do Aspergillus spp. A ultima
parte concerne & imobilizagdo de enzimas, sendo abordada de forma mais detalhada a
imobilizacdo por encapsulamento utilizando a técnica de geleificacdo i6nica do alginato de
sodio; abordando conceitos sobre o alginato, gelatina e suas caracteristicas gerais. Assim
como também fundamentacdo sobre a mineralizagdo biomimética e seu uso como nova
alternativa para o desenvolvimento de suportes de nova geracdo para a imobilizacdo de
enzimas. Além disso, serdo apresentadas informacdes a respeito da imobilizacdo de pectinases

e por fim, as considerac@es finais em relacdo ao exposto neste capitulo.

3.1 As substancias pécticas

As substancias pécticas compreendem um complexo de polissacarideos acidos de alto
peso molecular, carregados negativamente e localizados principalmente na matriz da parede
primaria e na lamela média de células vegetais superiores; sdo as principais responsaveis pela
integridade estrutural e coesé@o de tecidos vegetais (PEDROLLI et al., 2009). Quimicamente,
sua estrutura basica é composta de moléculas de acido D-galacturénico unidas por ligacdes
glicosidicas a-D-(1,4) e, em menor quantidade, de ramnose, arabinose e galactose. Nesta
estrutura, algumas das carboxilas podem estar esterificadas com grupos metilicos ou em
forma de sais. Também se encontram associadas com outros hidratos de carbono, como as
hemiceluloses e celuloses (DIAZ, 1999). A Figura 1 apresenta a estrutura da parede celular

contendo as moléculas de pectina.

A composicdo das substancias pécticas varia com a fonte, condicdes de extracéo,
localizagdo e outros fatores ambientais. A Sociedade Americana de Quimica as classificou em
quatro tipos principais: protopectina, &cidos pécticos, acidos pectinicos e pectina
(MONTEIRO, 2008; ALKORTA et al., 1999; THAKUR et al., 1997):

e protopectina: € uma substancia péctica insolivel em &agua, presente em tecidos

intactos e em hidrolise restrita produzem acido pectinico ou pectina;

e 4cidos pécticos: sdo substancias solGveis em 4agua, compostas de é&cido
poligalacturdnico coloidal, onde os grupos carboxilas estdo essencialmente livres de

grupos metil éster. Os sais do &cido péctico sdo conhecidos como pectatos;
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e acido pectinico: é formado de cadeias de poligalacturonas com parte dos seus acidos

galacturonicos metilados;

e pectina (polimetil galacturonato): € o material polimérico no qual, pelo menos, 75%
dos grupos carboxilicos das unidades de galacturonatos estdo esterificados com
metanol. Isto confere rigidez a parede celular quando esta ligada com a celulose. A
principal funcdo biologica das pectinas é de caracter estrutural, e seu grau de
esterificacdo varia em funcdo do vegetal do qual a sustancia péctica é extraida
(RODRIGUEZ e SERRAT, 2008).

Figura 1. Estrutura da parede celular vegetal contendo as moléculas de pectina.
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Fonte: MARTIN (2006).

A estrutura quimica da pectina, composta principalmente por residuos de acido D-
galacturdnico, que formam cadeias homogalacturonadas com diferentes porcentagens de
ésteres metilo unidos por ligagcdes a-(1,4) é apresentada na Figura 2. O acido galacturdnico se
apresenta em forma de cadeias em zig-zag com ramificacGes curtas de acucares neutros (L-

ramnose, D-glucose, L-arabinose, D-xilose e D-galactose) (DIAZ, 2009).
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Figura 2. Estrutura da molécula de pectina, apresentando somente o acido galacturénico
metil-esterificado (maior componente das pectinas). As cadeias com residuos de galactose,
arabinose e xilose ndo estéo incluidos na figura.

Fonte: SERRA et al.(1992).

3.2 Pectinases

As enzimas pectinoliticas ou pectinases constituem um complexo sistema de enzimas
encarregadas da degradacdo ou modificacdo das substancias pecticas, até seus agucares
constitutivos (CONTRERAS, 2003). Encontram-se na maioria das plantas superiores e sdo
produzidas também por fungos filamentosos, bactérias, algumas leveduras e insetos (ROJAS,
2009; SIROTEK et al., 2005; SILVA, 2005) a fim de degradar (para obter fonte de carbono)
ou para modificar (fruto em amadurecimento) o heteropolissacarideo pectina (MALLER,
2008). Porém, sdo os fungos os mais utilizados para a producéo de pectinases, uma vez que,
em funcdo de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento, adaptam-se a uma grande
variedade de substratos, sendo excelentes decompositores de material organico. Além disso,
as pectinases produzidas por fungos apresentam caracteristicas importantes para a aplicacéo

em bioprocessos, como estabilidade ao pH e a temperatura (MARTIN et al., 2004).

A complexidade estrutural da pectina tem certas implicacBes sobre as enzimas
envolvidas na sua degradacdo. Desta forma, as pectinases sao classificadas de acordo ao modo
de ataque a molécula de pectina, podendo ser divididas em dois grupos principais: o das
enzimas que atuam sobre a estrutura principal da pectina e tem funcéo de degrada-la até suas

unidades monoméricas basicas e o constituido pelas enzimas acessorias (MARTINEZ, 2009).

Dentro do primeiro grupo, as pectinases se subclassificam, de acordo com o modo de
ataque a parte galacturonada da molécula de pectina, em trés tipos: (i) esterases, cuja funcéo é
catalisar a desesterificacdo da pectina mediante a remocdo dos grupos metil éster da cadeia
principal (MALVESSI e SILVEIRA, 2004), (ii) as despolimerizantes, que, mediante dois
mecanismos diferentes, hidrolise (hidrolases) e trans-eliminagéo (liases), catalisam a clivagem

hidrolitica das ligacdes o-1,4 entre monémeros de &cido D-galacturénico das substancias
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pécticas (CODNER, 2001) e, por ultimo, (iii) as protopectinases, que degradam a protopectina

insoltvel para formar pectina soltivel altamente polimerizada.

3.2.1 Enzima desmetoxilante ou desesterificante

As pectinaesterases (PE) também conhecidas como pectinametilesterases (PME),
catalisam a hidrolise dos grupos éster carboxilicos metilados da pectina em &cido péctico e
metanol (KASHYAP et al., 2001). Atuam preferencialmente sobre o grupo metil éster da
unidade de galacturonato préxima a uma unidade de galacturonato ndo esterificado
(PEDROLLI et al., 2009). Biologicamente, sdo de grande importéancia, pois permitem a acao
posterior de pectinases, que s0 atuam sobre compostos pécticos com menor grau de
esterificacdo. A pectina de baixa metoxilacdo liberada pode ser hidrolisada pela
poligalacturonase (PG). O modo de acdo da PE varia de acordo com sua origem (MICHELI,
2001). As PEs fungicas agem por um mecanismo multicadeia, removendo os grupos metil
aleatoriamente. Em contraste, as PEs de plantas agem preferencialmente, ou seja, tanto pela
extremidade ndo redutora quanto pela proxima ao grupo carboxila livre, e continua ao longo

da molécula por um mecanismo de cadeia simples (SINGH et al., 2005).

3.2.2 Enzimas despolimerizantes

Segundo Uenojo e Pastore (2007), as enzimas com fungdo despolimerizantes podem
ser classificadas de acordo com a clivagem hidrolitica (hidrolases) ou transeliminativa (liases)
das ligacbes glicosidicas, mecanismos endo-(randémica) ou exo (a partir do final da

molécula) de acdo e preferéncia por acido péctico ou pectina como substrato.

3.2.2.1 Hidrolases

As hidrolases incluem as polimetilgalacturonases e as poligalacturonases (MURAD e
AZZAZ, 2011).

e polimetilgalacturonases (PMG): catalisam a clivagem hidrolitica da ligacédo
glicosidica a-1,4 da pectina altamente esterificada (JAYANI et al., 2005), podendo ser
endo-PMG, catalisam a clivagem randomica da ligacdo glicosidica a-1,4, ou exo-
PMG, causam clivagem sequencial da ligacdo glicosidica a-1,4 na extremidade ndo

redutora da cadeia da pectina;
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e poligalacturonases (PG): catalisam a hidrolise da ligagdo glicosidica a-1,4 do acido
poligalaturénico por uma acdo que pode ocorrer tanto no interior do polimero (endo)
como a partir das extremidades (exo) (BADUI, 1999). As Endo-PG (EC 3.2.1.15)
hidrolisam de forma randémica as ligacGes glicosidicas a-1,4 do &acido péctico,
gerando misturas de oligbmeros, tri e di galacturonatos e &cido galacturdnico,
reduzindo a viscosidade da solucdo que contem o substrato (CONTRERAS, 2003). As
Exo-PG (EC 3.2.1.67) catalisam a hidrdlise sequencial da ligagdo glicosidica a-1,4 do
acido péctico na extremidade ndo redutora da cadeia, formando mono ou dimeros,
ocasionando uma lenta diminuicdo da viscosidade (DIAZ, 1999). As PGs agem mais

em pectato que em pectina e resultam em mono ou dissacarideos.

A PG originada de micro-organismos € a pectinase mais importante utilizada na
industria (ANDRADE et al., 2011). A fonte principal de sua producdo sdo fungos do género
Aspergillus spp. Este micro-organismo, como outros, produz diferentes enzimas péecticas em
resposta as condicdes do cultivo, obtendo-se ao final da bioprodugdo uma mistura complexa
de enzimas que degradam tanto pectina como outros polissacarideos da parede celular. Por ser
um micro-organismo seguro, o fungo A. niger é o mais empregado para a producdo de
pectinases na industria alimenticia (BUGA et al.,, 2010). Produz muitas formas de
poligalacturonases com massas moleculares que estdo entre 30 e 60 kDa (RODRIGUES e
SERRAT, 2008). Maller et al. (2011) demonstraram que o fungo A. niveus produz altos teores
de PG quando se desenvolve sobre residuos agroindustriais como a casca de laranja, liméo e

maracuja.

Segundo Konno et al. (1983) é aceitavel que a Exo-PG em conjunto com a Endo-PG
promovam a hidrélise completa da pectina, uma vez que a Endo-PG participa da liberacdo das
fraces insollveis da pectina presente nos diversos frutos e, apos essa solubilizacdo, a Exo-PG
catalisa a degradacdo das fracGes livres de pectina. As PGs podem ter suas atividades
analisadas pelo surgimento de grupos redutores ou pela reducdo da viscosidade da solu¢do do
substrato (REXOVA-BENKOVA e MARKOVIC, 1976).

3.2.2.2 Liases

As liases sao enzimas despolimerizantes que clivam as ligagdes glicosidicas a-1,4 por

transeliminacdo de hidrogénio, o que resulta em galacturonideos com ligacdo insaturada entre
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C4 e C5 no final ndo redutor do acido galacturdnico formado (KASHYAP et al., 2001). Entre

estas, incluem-se:

e pectina liase (polimetilgalacturonato liase, PMGL): as PMGL (EC 4.2.2.10)
catalisam a quebra das liga¢des glicosidicas a-1,4 por um mecanismo de B-eliminacéao
(transeliminacéo); as Endo-PMGL realizam uma hidrolise randomizada do polimero e
as Exo-PMGL atuam sequencialmente pelo extremo nédo redutor (JACOB e PREMA,
2006);

e pectato-liase (poligalacturonato liase, PGL): as PGL (EC 4.2.2.2) catalisam a
clivagem das ligacGes a-1,4 do &cido péctico de modo exo (Exo-PGL, EC 4.2.2.9) ou
endo (Endo-PGL, EC 4.2.2.2) por transeliminacdo, sendo dependentes de Ca*" para
sua atividade. Possuem pH 6timo na categoria neutro-alcalino, na faixa de 8-10, o que
limita o seu uso na industria alimenticia (MONTEIRO, 2008).

3.2.3 Protopectinases (PPase)

As protopectinases catalisam a solubilizacdo da protopectina, formando pectina
soluvel altamente polimerizada (JAYANI et al., 2005; KASHYAP et al., 2001; ALKORTA
et al.,1999). Séao classificadas em dois tipos principais: as que reagem com a regido do acido
poligalacturdnico da protopectina (tipo A) e outras, que reagem com cadeias de polissacarideo
que podem conectar o &cido poligalacturdnico com os constituintes da parede celular (tipo B)
(SAKAIL et al., 1993). A Figura 3 mostra diferentes tipos de pectinases e 0 seu modo de acdo

sobre as substancias pécticas.
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Figura 3. Diferentes tipos de pectinases e seus modos de acdo na estrutura quimica das
substancias pécticas. (a) Radical H para PG e CH3 para PMG; (b) PE e (c) Radical H para
PGL e CH; para PL. As flechas indicam os locais onde as pectinases atuam nas substancias.
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Fonte: GUMMADI e PANDA (2003).

3.3 Pectinases: aplica¢des industriais

As enzimas sdo utilizadas na industria hd mais de 60 anos. Na atualidade, o setor de
alimentos emprega uma ampla gama de enzimas tais como lipases, xilanases, amilases,
celulases, glucanases, enzimas proteoliticas, pectinases, entre outras. As pectinases sdo
utilizadas principalmente para incrementar a eficiéncia dos processos extrativos, estabilizacdo
de produtos e melhora do sabor, além de serem utilizadas na desintegracdo dos tecidos
durante o processamento de frutas e vegetais (MURAD e AZZAZ, 2011; KASHYAP et al.,
2001).

Sieiro et al. (2012); Pedrolli et al. (2009); Rodrigues e Serrat. (2008); Uenojo e
Pastore (2007); Jayani et al. (2005); Kashyap et al. (2001) Lang e Dornenburg (2000) e
Alkort et al. (1998) descreveram algumas aplicagdes das enzimas pectinoliticas na industria

de alimentos, as quais séo citadas a seguir.
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3.3.1 Industrias de sucos de frutas

A moderna tecnologia do processamento de frutas exige a degradacdo répida e intensa
das substancias pécticas, responsaveis pelas propriedades coloidais, turbidez, consisténcia e
aparéncia dos sucos das frutas e, cuja presenca, causa um aumento consideravel na
viscosidade do suco, dificultando as etapas de prensagem, filtracdo e concentracdo (ALKORT
et al., 1998; RODRIGUES e SERRAT., 2008).

A adicdo de pectinases permite um processamento mais eficiente da fruta, pela
degradacdo da pectina e compostos de alto peso molecular, melhorando tanto a sacarificagéo
quanto a cor e aroma do suco, prevenindo a formacao de gel, aumentando o rendimento do suco e
diminuindo em até 50% o tempo de filtragdo, o que reduz os gastos com energia no processo de
producdo (JAYANI et al., 2005; LANG e DORNENBURG., 2000).

Em sucos clarificados, como no de magcd, as enzimas pectinoliticas sdo adicionadas para
incrementar o rendimento durante a prensagem e para a remoc¢do do material em suspenséo,
responsavel pela viscosidade e turbidez (UENOJO e PASTORE., 2007). Além disso, também s&o
utilizadas para evitar a turvacdo e formacdo de precipitados durante a estocagem, na
reconstituicdo do produto concentrado ou ap0s o envasamento do suco e para auxiliar na
separacdo de particulas em suspensdo por meio da sedimentacdo, filtracdo ou centrifugacédo
(SIEIRO et al., 2012).

As pectinases em combinacdo com outras enzimas como celulases e hemicelulases
compdem as chamadas enzimas de maceracdo, as quais sdo 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 (UENOJO e PASTORE.,
2007; JAYANI et al., 2005; ALKORT et al., 1998).

A extracdo de sucos de frutas por maceracdo enzimatica pode incrementar em até 90% o
rendimento, comparado com a extracdo mecanica convencional, além de melhorar as
propriedades organolépticas (cor e aroma), nutricionais (vitaminas) e aumentar a eficiéncia
tecnoldgica do processo (facil filtracdo) (PEDROLLI et al., 2009).

3.3.2 IndUstrias de vinhos

As enzimas pécticas sdo utilizadas na producdo de vinhos para auxiliar o processo de

extracdo, maximizar o rendimento do suco, facilitar a filtragdo e intensificar o sabor e a cor nos
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vinhos tintos (UENOJO e PASTORE, 2007). A adicdo de pectinases durante a maceragdo das
uvas ou no mosto reduz a viscosidade, o tempo de clarificacdo e permite o agrupamento de
particulas suspensas em agregados maiores, que podem ser removidos por sedimentacao.
Também aumentam a relacdo de compostos fendlicos responsaveis pela cor e de precursores

aromaticos, incrementando assim o aroma dos vinhos (SIEIRO et al., 2012; JAYANI et al. 2005)

3.3.3 Extracdo de 6leos vegetais

Os 6bleos, como o de canola, palma, soja e oliva, sdo obtidos por processos de extracdo
com solventes organicos como o hexano. A utilizacdo de enzimas pectinoliticas constitui uma
tecnologia limpa, pois, mediante essa, obtém-se a extracdo do 6leo vegetal por processo aquoso,
pela liquefagdo dos componentes estruturais das paredes celulares das sementes que contém o
Oleo. PreparacOGes comerciais enzimaticas contendo pectinases, celulases e hemicelulases tém
sido utilizadas para a extragdo de dleo. O tratamento enzimatico ndo s6 melhora o rendimento e
estabilidade do 6leo, mas também aumenta a quantidade de agentes antioxidantes e de vitamina
E, reduz a inducgéo ao ranco, melhora o fracionamento na centrifugacéo e produz 6leo com baixo
teor de umidade (SIEIRO et al., 2012; UENOJO e PASTORE., 2007; JAYANI et al. 2005;
KASHYAP et al., 2001).

3.3.4 Fermentacéao de cha, cacau e café.

As pectinases sdo de grande utilidade para aumentar a produtividade, a eficiéncia e
reduzir o tempo nas fermentacdes naturais (KASHYAP et al., 2001). Assim, por exemplo,
aceleram a fermentacdo do cha e eliminam a espuma que formam os gréos de café devido a
degradacdo da pectina (RODRIGUES e SERRAT, 2008). Tradicionalmente, a fermentacédo do
café é realizada com micro-organismos pectinoliticos, obtidos da fermentacdo de residuos de
mucilagem; com o mesmo objetivo, preparacbes comercias contendo enzimas pécticas sdo
adicionadas para remover a camada de mucilagem dos grdos, acelerando o processo de
fermentacdo (SIEIRO et al., 2012). A fermentacdo do cacau é essencial para o
desenvolvimento dos aromas do chocolate. Esta fermentacdo é conduzida por diferentes
micro-organismos, alguns deles pectinoliticos (SIEIRO et al., 2012). Enzimas pécticas
permitem a degradacdo da polpa de cacau e sdo indispensaveis para a boa qualidade do
processo de fermentagdo (OUATTARA et al., 2010).
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Hoondal et al. (2000) e Pedrolli et al. (2009) reportaram outros usos das pectinases,
tais como sua utilizacéo no tratamento de efluentes contendo residuos de pectina, na industria
téxtil na maceragéo de fibras vegetais como linho, canhamo e juta, empregados na produgéo
de algoddo e para reduzir a viscosidade da racdo animal, a fim de aumentar a absorcdo e
liberacdo de nutrientes atraves da hidrolise das fibras ndo biodegradaveis. Sousa et al. (2010)
empregaram o extrato bruto de pectinases produzidas por Streptomyces lydicus no tratamento
de fibras naturais como a da banana. Murad e Azzaz (2011) recomendaram 0 uso de
pectinases como aditivo para a elaboracdo de ragdo para animais, uma vez que essas poderiam

melhorar a digestibilidade da matéria orgéanica.

3.4 Micro-organismos produtores de pectinases

Diversas espécies de microrganismos apresentam habilidade para sintetizar enzimas
pectinoliticas, mas sdo os fungos os preferidos em escala industrial, pois cerca de 90% das
enzimas produzidas podem ser secretadas no meio de cultura (UENOJO e PASTORE, 2006).

A ocorréncia de pectinases em alguns micro-organismos € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Producdo de enzimas pectinoliticas por diferentes cepas de micro-organismos.

MICRO-ORGANISMOS PMGE PG PGL PMG PMGL

Aspergillus niger + + + +
Aspergillus sojae +
Aspergillus saito +
Bacillus sp.

Bacillus polymixa

Bacillus pumilus

Bacillus sphaericus

Bacillus stearothermophilus

Cercocpora arachidicola +
Cephalosporium sp

Clostridium multifermentans

Clostridium aurantibutyricum

Clostridium felsineum +
Cytophaga johnsonii

Cytophaga deprimata

Cytophaga albogilva

+ + + + 4+ + 4+ + + + 4+ + o+
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Continuacao Tabela 1

Erwinia aroideae

Erwinia carotovora

Fusarium culmorum

Fusarium oxysporum

Fusarium solani

Penicillium expansum +
Penicillium italicum

Penicillium digitatum + +
Penicillium chrysogenum + +

Pseudomonas sp

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas marginalis +
Rhizoctania fragariae

Rhizoctania solani +
Rhizopus arrhizus

Streptomyces nitrosporeus +
Trichoderma koningii

Trichoderma pseudokoningii

Xanthomonas sp

Xanthomonas campestris +
Xanthomonas cyanopsidis

+ + + + +

+ + + +

+

Fonte: UENOJO e PASTORE (2006) modificado.

A industria de suco de frutas e vegetais utiliza principalmente pectinases acidas de
origem fangica, obtidas geralmente a partir do Aspergillus spp. (SIEIRO et al., 2012). Os
micro-organismos do género Aspergillus sdo fungos filamentosos que se desenvolvem em
matéria organica, sob condicGes aerdbias. Encontram-se no solo, no ar e em matérias vegetais
em decomposi¢do. Crescem em uma faixa de temperatura de 6 a 47 C, com uma temperatura
Otima entre 35 a 37 C e pH entre 1,4 e 9,8 (SHUSTER et al., 2002). Estes saprofitos tém a
capacidade de desenvolver-se em distintas fontes de carbono e degradar moléculas complexas
nos materiais derivados de células vegetais por secretarem uma variedade de enzimas
hidroliticas (DE VRIES e VISSER, 2001).

Muitas espécies de Aspergillus, principalmente aquelas pertencentes aos grupos de cor
negra, sdo utilizadas para a produgdo de enzimas e de metabolitos primarios (vitaminas,

acidos organicos, acidos graxos e aminoacidos) e nos processos de bioconversao. Os fungos
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do género Aspergillus sdo capazes de secretar elevados niveis de proteinas, possuem boas
propriedades fermentativas, permitindo a producédo de uma ampla gama de enzimas em larga
escala, tanto com atividade endo quanto exo, que degradam polissacarideos da parede celular
vegetal (MONTEIRO, 2008). O género Aspergillus compreende aproximadamente 180
espécies, das quais algumas sdo patogénicas para humanos, animais e plantas e as outras tém
um rol muito importante na industria biotecnoldgica para a producdo de quimicos, enzimas e
drogas (BAKER, 2006). Devido a isto, s6 apds comprovados os beneficios e seguranca,
permite-se a utilizacdo desse micro-organismo em varios ramos industriais, incluindo o setor
de alimentos. A USFDA (United States Food and Drug Administration) tém classificados
alguns fungos do género Aspergillus como geralmente reconhecidos como seguros ou por
suas siglas em inglés GRAS (Generally Regarded As Safe), dentre estes estdo o A. niger, A.

oryzae, A.sojae e A.nidulantes, entre outros.

3.4.1 Aspergillus niger

Esta espécie € especialmente conhecida como produtora de enzimas
despolimerizantes. Segundo Pandey et al. (1999), o A. niger tem a capacidade de produzir 19
tipos diferentes de enzimas, dependendo das condigcdes de crescimento, da inducdo e/ou do
substrato. Um aspecto positivo do emprego desta espécie é a inexisténcia de restricdes na

industria de alimentos ao uso de enzimas dela derivadas (CASTILHO et al., 1999).

O fungo filamentoso tem a capacidade de penetrar nos espacos intergranulares e
intragranulares por meios mecanicos ou enzimaticos, com a firme fixacdo das hifas na
superficie do substrato e posteriormente intensa ramificacdo e penetracéo na parede celular do
substrato pela atuacdo de enzimas extracelulares produzidas e excretadas pelos micro-
organismos (DEL BIANCHI et al., 2001).

A espécie A. niger é a mais utilizada na producdo industrial de enzimas pectinoliticas
(DINU et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2000; NAIDU e PANDA, 1998). Costa et al. (2007)
reportaram a utilizacdo do A. niger para a producdo simultdnea de Exo-poligalacturonase e
alfa-amilase em fermentacdo submersa utilizando residuo de casca de arroz como substrato.
Rodriguez-Nogales et al. (2006) otimizaram a hidrolise da pectina usando enzimas
pectinoliticas de A. niger CECT 2088. De Souza et al. (2010) caracterizaram parcialmente a

poligalacturonase de A. niger produzida por fermentacdo semi-solida utilizando residuo do
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maracujad como substrato e determinaram que o extrato enzimatico tinha boa estabilidade

térmica até temperaturas de 50 °C e permaneceu estavel em pH entre 3,5 e 5,5.

3.5 Imobilizagédo de enzimas

Em solucédo, as moléculas de enzimas estdo verdadeiramente dispersas no meio e tém
um movimento completamente livre. A imobilizagdo enziméatica é uma técnica especialmente
desenvolvida para restringir total ou parcialmente o0 movimento das enzimas, dando lugar a
uma forma insolivel no meio da reacdo, ocasionando, na maioria das vezes, um efeito
benéfico na estabilidade da enzima, em funcdo das interacfes fisicas e quimicas entre o
suporte e as moléculas da enzima (GOMES et al., 2006). A atividade e funcionalidade das
enzimas imobilizadas estdo ligadas a manutengédo da integridade da conformacéo terciaria e,
em particular, do sitio ativo da enzima (ABDELMAJEED et al., 2012).

Os processos de imobilizagcdo devem ser métodos controlados, ndo agressivos, que
respeitem a estrutura nativa da proteina e, além disso, as ligacfes formadas entre a enzima e o
suporte devem excluir os aminoacidos envolvidos diretamente na reacdo catalitica (RIOS e
ARIAS, 2002). As enzimas podem ser imobilizadas sobre uma ampla variedade de suportes
naturais ou sintéticos, a selecdo do suporte e/ou a técnica depende da natureza da enzima, do
substrato e da aplicacdo (BUGA et al., 2010).

Fajardo-Ochoa et al. (2011) relataram que as enzimas imobilizadas apresentam varias

vantagens em comparacao com a enzima livre, tais como:

e permitem um uso continuo e controle das concentracdes de proteinas empregadas;

e melhoram a estabilidade e atividade da enzima em funcao do pH e da temperatura;

e aumentam a eficiéncia do sistema;

e permitem a recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador imobilizado, diminuindo os

custos do processo.

Porém, a imobilizacdo também pode apresentar certas desvantagens; como por
exemplo, a atividade da enzima pode ser afetada pelo processo de imobilizacéo e a velocidade
de reacdo pode estar limitada pela velocidade de difusdo de substratos e produtos no sistema.
Além disso, a imobilizacdo pode ocasionar alteracdo da conformagdo da enzima a respeito do
seu estado nativo e o biocatalisador imobilizado é mais caro que a enzima no estado solavel
(ARROYO, 1998).
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O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo é muito importante para proteger as
enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual é realizada a reagdo, pois 0 mesmo podera
provocar inativacdo, impossibilitando a catalise da reacdo. Na maioria dos casos, ap6s a
imobilizacdo, as enzimas permanecem estveis ou mesmo aumentam a sua atividade e
estabilidade, além de facilitar sua recuperacdo (SCHERER, 2010).

Segundo Abdelmajeed et al. (2012) a imobilizacdo de enzimas é uma técnica valiosa,
pois permite obter imobilizados facilmente reutilizaveis por muiltiplas vezes para a mesma
reacdo, com maiores tempos de meia vida e menor degradacdo; além disso, tem-se um método
simples de controlar a velocidade e o periodo de inicio e término da reacdo, além de auxiliar
na prevencdo da contaminacgdo do substrato com compostos enzima/proteina ou de outro tipo,

0 que diminui os custos de purificacéo.

As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas em suportes solidos sdo
baseadas em métodos fisicos e quimicos. A imobilizagdo pode ocorrer por adsor¢édo ou
ligacdo da enzima em um material insoluvel ou ainda empregando um reagente
multifuncional, através de ligacGes cruzadas e confinamento em matrizes formadas por géis
poliméricos ou encapsulamento atraves de uma membrana polimérica (RICHETTI, et al.,
2012; MUNARETTO, 2011; DALLA-VECHIA et al., 2004).

Porém, ndo existe um método Unico e um suporte que seja 0 melhor para todas as
enzimas e suas aplicacdes (ARROYO, 1998). Isto e devido as caracteristicas quimicas dos
suportes, a composicdo das enzimas, as propriedades dos substratos e as aplicacdes
posteriores dos biocatalizadores imobilizados. Na Figura 4 se apresentam resumidamente, 0s

métodos mais utilizados para a imobilizacdo enzimatica.

3.6 Suportes de imobilizacao

As propriedades fisico-quimicas das matrizes ou suportes sdo de grande importancia
na determinacdo da eficiéncia do sistema de imobilizacdo. Ao selecionar um suporte para uma
enzima, deve-se levar em conta fatores como pH, temperatura, forca idnica, pressdo, agitacéo,
conjugacdo de cofatores e o processo de separacao do substrato do produto (FLORES, 2011).
As propriedades ideais de um suporte incluem a resisténcia fisica a compresséo,
biocompatibilidade, resisténcia ao ataque microbiano e baixo custo (FAJARDO-OCHOA et

al., 2011). Os suportes sdo classificados em suportes organicos e inorganicos, dentre dos
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organicos, encontram-se 0s polissacarideos como a celulose, amido, alginato, etc. e, as

proteinas fibrosas como o colageno, queratina e a gelatina (KLEIN, 2010).

Figura 4. Principais métodos de imobilizacdo enzimatica.
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Fonte: KOURKOUTAS et al. (2004) modificado.

3.6.1 Alginato de sodio como suporte de imobilizacao

As esferas de alginato célcico representam um dos suportes mais comumente
utilizados para a imobilizacdo de enzimas e proteinas, assim como também para o controle da
liberacdo de farmacos (ALMEIDA e ALMEIDA, 2004). Os alginatos séo
heteropolissacaridos lineares, extraidos a partir de algas marrons pertencentes a classe
Phaeophyceae, compostos de dois acidos uronicos, o acido 3-D-manurdnico (M) e o acido a-
L-gulurénico (G), unidos por ligacdes glicosidicas (1 — 4) em trés tipos de segmentos
poliméricos (IWAKI, 2010):

e blocos M constituidos por monossacarideos de acido D-manurénico;
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e blocos G constituidos por monossacarideos de &cido L-gulurénico;
e blocos MG constituidos por monossacarideos de acido D-manurénico e &cido L-

gulurdnico.

As propriedades fisicas dos alginatos sdo determinadas pela composicao e a extensdo
das sequéncias dos &cidos e pela massa molecular; desta forma, alginatos com maior
porcentagem de blocos G formam géis mais rigidos e quebradicos, que podem sofrer sinérese.
Ja os géis de alginato com maior porcentagens de blocos M sdo mais elasticos e dificilmente
sofrem sinérese (IWAKI, 2010). Na Figura 5, apresenta-se a estrutura molecular do alginato.

Figura 5. Fragmentos da cadeia polimérica do alginato formado por blocos M, blocos G e os
blocos MG.

bloco MG

bloco G bloco M

Fonte: LIMA (2006).

As interagBes idnicas entre blocos guluronato e fons Ca** produz um gel com elevada
termoestabilidade, cujas propriedades dependem amplamente das caracteristicas do polimero
(proporcéo e disposicdo das unidades dos acidos manurénico e gulurénico) e do método de
preparacdo (TONNESEN e KARLSEN, 2002).

Segundo Fundueanu et al. (1999), as propriedades de geleificacdo do alginato,
derivam da ligacdo cooperativa de céations bivalentes localizados entre blocos
homopoliméricos de residuos de guluronato (blocos G), os quais se alinham para formar
cavidades eletronegativas que permitem que ions Ca fiquem localizados dentro delas,
assemelhando-se a ovos dentro de uma caixa de ovos. Por esta razdo, o0 modelo proposto para
explicar as propriedades geleificantes dos alginatos ao reagir com 0s sais calcicos é chamado
“modelo de caixa de ovo” ou egg- box model. Na Figura 6, se ilustra a formacdo do gel na

presenca de ions Ca.
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Figura 6. Mecanismo de geleificacdo do alginato em presenca de ions de calcio.

Fonte: FLORES (2011).

3.6.2 Gelatina

A gelatina é uma proteina composta de material hidrocoloide, rica em aminoéacidos e
pode absorver até 10 vezes o0 seu peso em agua (DATTA et al., 2013). Obtém-se a partir da
hidrolise controlada &cida ou alcalina do colageno do tecido conectivo, principalmente da pele
e dos 0ssos dos animais, apos ser eliminado todo o material contaminante (BADUI, 1999). O
processo alcalino é amplamente utilizado para o pré-tratamento do couro bovino e tratamento
acido para a pele suina. A gelatina obtida pelo método &cido € denominada de Tipo A e pelo
método basico € do Tipo B (KEMPKA, 2012). Sua vida de prateleira tem atraido a atencéo
para imobilizacdo de enzimas (DATTA et al., 2013).

A resisténcia do gel da gelatina é determinada utilizando um teste chamado de Bloom
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). O Bloom é uma medida de dureza, consisténcia, firmeza e
compressibilidade de um gel a uma determinada temperatura, avaliada através da carga em
gramas requeridas para produzir uma depressao no gel em condi¢des normais; as gelatinas
comerciais oscilam de 50 a 300 g (Bloom) (KEMPKA, 2012).

O aumento do indice de Bloom leva a uma notavel melhoria das propriedades
mecanicas e a uma reducdo significativa da capacidade de absorcdo de agua (LAI, 2009). O
uso de gelatina como agente imobilizante é barato, biocompativel e sua estrutura facilita

multiplas combinac@es de interagdes moleculares.
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3.7 Imobilizagéo por encapsulamento

O meétodo de imobilizacdo por aprisionamento consiste na retengdo fisica da enzima
nas cavidades interiores de uma matriz solida porosa constituida geralmente por polimeros
foto-entrecruzaveis ou polimeros do tipo poliacrilamida, colageno, alginato ou resinas de
poliuretano (ARROYO, 1998). Diferentemente da adsorcdo e da ligagdo covalente, as
moléculas de enzimas mediante esta técnica ficam livres em solugdo, tendo seu movimento
restrito pela estrutura reticular do gel (ABDELMAJEED et al., 2012), tal e como se mostra na
Figura 7.

Figura 7. Imobilizac&o de enzimas utilizando a técnica de aprisionamento.
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Fonte: ABDELMAJEED et al. (2012) modificado.

O aprisionamento permite confinar a enzima dentro da matriz e a difusdo do substrato
e produtos se da através da membrana porosa formada (FAJARDO-OCHOA et al., 2011).

Esta técnica apresenta diversas vantagens como a execucdo rapida, necessidade de
pouca quantidade de enzima para obter derivados ativos, a enzima ndo sofre nenhuma
alteracdo na sua estrutura, o processo envolve condigdes amenas e constitui uma técnica
econbmica e facil. As principais limitacdes do aprisionamento sdo a possivel lixiviacdo lenta
das enzimas durante o uso continuo e os fen6menos de transferéncia de massa que podem ser
dificultados se a taxa de difusdo for influenciada por diferentes condi¢cbes da matriz
(KEPMKA, 2012). Quando o aprisionamento se da por inclusdo da enzima em uma cépsula

ou esfera polimérica recebe o nome de encapsulamento (MARQUES, 2011).

A matriz de imobilizacdo pode ser de origem natural ou sintética e sdo classificadas
como géis Umidos, secos (xerogeéis) ou em aerossol (aerogéis). Neste método, as enzimas sdo
suspensas em uma solucdo que, posteriormente, é geleificada por acdo da temperatura ou pela
adicdo de reagentes quimicos polimerizantes (FAJARDO-OCHOA et al., 2011). A
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geleificacdo idnica do alginato € um dos métodos mais utilizados para o encapsulamento de
enzimas e proteinas (VELINGS e MESTDAGH, 1994).

3.7.1 Imobilizagéo por geleificagio idnica

A geleificagdo idnica é uma técnica de imobilizagdo enzimética, em que se utiliza
principalmente alginato como componente da membrana e a combinacgéo de ions bivalentes
como o calcio, para induzir a geleificacdo. O material que vai ser encapsulado é usualmente
mesclado com uma solucdo de alginato e a mistura € gotejada em outra solucdo que contem
geralmente ions célcio, resultando na formacdo das esferas de alginato-calcico que contem
confinado o material de interesse. Na interagcdo do alginato com os ions célcio é possivel um
entrecruzamento iénico entre os ions de calcio e as unidades de acido gulurénico do alginato,
formando o gel instantaneamente. Os ions continuam difundindo-se no gel formado a medida
que transcorre o tempo em que esse permanece em contato com a solugéo de cloreto de calcio

gue contem os ions, permitindo o endurecimento do gel (FUNDUEANU et al, 1999).

3.8 Mineralizagdo biomimética

Os biopolimeros tém sido amplamente empregados como suportes para a imobilizacéo
de enzimas, principalmente por seu baixo custo e biocompatibilidade; porém, muitas vezes
essas matrizes poliméricas apresentam inconveniente como baixa resisténcia mecéanica e a
solventes. Em contraste, as matrizes inorganicas tém excelentes propriedades mecéanicas e
resisténcia a diferentes solventes (ZHANG et al., 2008). Levando em conta as inerentes
vantagens, tanto de materiais poliméricos quanto inorganicos, surgiram os materiais hibridos
polimérico-inorganicos, obtidos através de reacdes de mineralizacdo biomimética, que
permitem obter suportes considerados como a proxima geracdo de matrizes para o

encapsulamento e estabilizacdo de enzimas (SHEN et al., 2011).

Segundo Betancor e Luckarift (2008) a técnica de mineralizacdo biomimética utiliza
modelos bioldgicos e analogos sintéticos para catalisar a formacdo de éxidos inorganicos em
condicGes amenas. Tais materiais proporcionam ambientes biocompativeis para a
imobilizacdo de enzimas, além de ser uma metodologia simples e facil, em contraste com o
sol-gel que é o método mais comum para a obtencdo de materiais hibridos, o qual se

caracteriza por ser um método demorado e trabalhoso e envolver o uso de surfactantes e
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solventes organicos, que podem ter efeitos prejudiciais sobre a enzima imobilizada (LU et
al.,2012).

Shen et al. (2011) desenvolveram uma matriz hibrida de alginato-gelatina-fosfato de
calcio para a imobilizacdo de B-galactosidase, baseada na interacdo que de forma natural
acontece entre as moléculas de colageno e o fosfato de célcio, principal mineral dos 0ssos de

vertebrados, dentes de mamiferos e escamas de peixe.

Lu et al. (2012) imobilizaram lisozima em microesferas biométicas obtidas pela
mineralizacdo do carbonato de calcio e a carboximetilcelulose, conseguindo uma capacidade
de adsor¢do maxima de 450 mg/g a pH 9,2 e 25° C.

Zhang et al. (2009) preparam capsulas hibridas de alginato-quitosano-fosfato de
calcio, para a imobilizacdo de transglucosidase utilizada durante a conversdo de maltose em
isomalto-olissacarideos. Zhang et al. (2008) encapsularam alcool desidrogenase em
microcapsulas hibridas biométicas de alginato-gelatina-carbonato de calcio.

3.9 Imobilizacao de pectinases

Industrialmente, as pectinases apresentam ampla utilizacdo nas industrias de alimentos
e bebidas (RODRIGUEZ e SERRAT, 2008). Para a maioria dos usos industriais, as
poligalacturonases imobilizadas produzidas por fungos provaram ser Gteis pela atividade
pectinolitica e 6timo de acdo em faixa de pH baixo, servindo para grande parte das aplicacdes

em processos envolvendo frutas e vegetais (DE MELO et al., 2008).

Delcheva et al. (2007) imobilizaram pectinase de A. niger em membrana copolimérica
de poliacrilonitrilo ativada ou ndo com glutaraldeido, e encontraram pH 6timo de 5 e 5,5 para
a membrana ndo ativada e ativada com glutaraldeido, respectivamente. Para a enzima

imobilizada em ambas as membranas a temperatura 6tima ficou em 60 °C.

Reham et al. (2013) utilizaram alginato de célcio como suporte para a imobilizacdo de
pectinase de Bacillus licheniformis KIBGE-IB21 e encontraram que a imobilizacdo
incrementa o tempo Otimo de reacdo para a degradacdo de pectina de 5 a 10 min e a
temperatura de 45 a 55 °C, se comparada com a enzima livre, no entanto reportaram pH 6timo

de 7 tanto para a enzima livre quanto imobilizada.

Por meio de uma andlise detalhada da literatura, verificou-se que existe pouca

informacdo de imobilizacdo de poligalacturonases de A. niger. Alguns estudos encontrados
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relatam a imobilizagdo de poligalacturonases em diferentes suportes. Dentre eles, podem ser
citados os trabalhos de Buga et al. (2010) imobilizando poligalacturonase parcialmente
purificada de A. niger (SA6) em alginato de sodio. Os autores determinaram que 0
imobilizado possui uma temperatura e um pH 6timos em 45°C e 4,5, respectivamente, e pode
ser utilizado por trés ciclos cataliticos, mantendo 14,8 % de sua atividade relativa inicial no

terceiro ciclo.

Shukla et al. (2010) estudaram a imobilizacdo covalente de poligalacturonase de A.
niger em nylon-6 ativado com glutaraldeido e obtiveram eficiéncia de imobilizacéo de 40 % e
determinaram que o imobilizado pode ser reutilizado por 4 ciclos, mantendo 50 % da sua
atividade inicial. Rozie et al. (1988) realizaram a imobilizacdo de Endo-poligalacturonase
comercial (Rapidase®) em alginato de calcio e determinaram rendimento de imobilizag&o de
aproximadamente 75%. Pifferi e Spagna (1987) obtiveram 16,2 % de rendimento de

imobilizacdo quando imobilizaram endo-poligalacturonase sobre y-alumina.

Serrat e Valverde (2005) imobilizaram covalentemente Endo-poligalacturonase de
Kluveromyces marxianus CECT 11769 em alginato de sddio ativado com glutaraldeido,
obtendo 26,4% de rendimento da imobilizacdo e uma atividade enzimatica imobilizada de 195
U/g. Rao et al. (2000) determinaram que a Endo-poligalacturonase de A. ustus quando
imobilizada covalentemente em silica gel modificada retém 28 % da sua atividade original e
pode ser reutilizada por 10 ciclos de reacdo com cerca de 90% de retencdo da sua atividade

original.

Esawy et al. (2013) encapsularam pectinases parcialmente purificadas de A. niger
NRCZlami em esponja de polivinil alcool (PVA), obtendo atividade especifica de 270 U/mg e

66 % de rendimento de imobilizacao.

Lei e Bi (2007) obtiveram 73% de retencdo da atividade enzimatica no imobilizado de

pectinase em copolimeros de poliestireno-b- acido acrilico (PS-b-PAA).

3.10 Consideracoes finais

De acordo com as informacdes apresentadas no decorrer deste capitulo, percebe-se a
importancia das técnicas de imobilizagdo, para permitir um melhor aproveitamento das
enzimas nos processos industriais, uma vez que através dessas, obtém-se catalisadores que

mantém suas propriedades cataliticas, as quais podem ser afetadas quando a enzima é disposta
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de forma livre no meio reacional e, além disso, a enzima imobilizada torna-se mais estavel,

facilmente recuperavel e reutilizavel no processo catalitico.

N&o foram encontrados relatos na literatura a respeito da imobilizacdo de extratos
brutos pectinoliticos de A. niger ATCC 9642, nem estudos onde se utilizaram matrizes
hibridas poliméricas-inorganicas para a imobilizacdo de pectinases. Neste contexto, é de
grande importancia a realizacdo do presente estudo, o qual permitira abordar o concernente a
imobilizacdo do extrato pectinolitico de A. niger ATCC 9642 em matriz polimérica-
inorganica, propondo uma nova metodologia para a imobilizagdo do extrato, assim como
também, a definicdo de certas caracteristicas bioquimicas tais como; a estabilidade, reusos,
pH e temperatura 6tima, parametros cinéticos entre outros, que visardo as possiveis aplicacdes

industriais do imobilizado.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, faz-se uma descricdo dos materiais e métodos que foram empregados,
bem como os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental para a
imobilizacéo por encapsulamento do extrato enzimatico pectinolitico de A. niger ATCC 9642.
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos da

Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes — Erechim.

Tendo como base a metodologia modificada descrita por Shen et al. (2011) a
estratégia experimental realizada no presente trabalho foi dividida em duas etapas.

A primeira etapa consistiu na caracterizacdo da matriz de imobilizacdo polimérica-
inorgénica de alginato-gelatina—oxalato de calcio (AGOCa), mediante a selecdo do tampéo de
imobilizacdo e da relacdo enzima/tampéo, defini¢cdo dos tempos de reacdo para a medida de
atividade de Exo-poligalacturonase e de contato das esferas com a solucdo de cloreto de

calcio e avaliacdo da incorporacgéo de célcio na matriz.

Na segunda etapa foram realizados em paralelo experimentos caracterizados como
controle, somente com alginato dissolvido em agua (ACa) e alginato dissolvido no tampé&o
oxalato de sodio 100 mM, pH 5,5 (AOxal), ambos sem presenca de gelatina na solucdo de
cloreto de calcio. Os resultados destes experimentos serdo apresentados juntamente com o0s

resultados obtidos da matriz de imobilizacédo caracterizada na primeira fase do estudo.

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste estudo foram de grau
analitico. Para a imobilizacdo do extrato enzimatico pectinolitico se utilizaram os seguintes

reagentes:

« alginato de sddio (Cinética Reagentes-Solucbes®);
» gelatina alimenticia de origem bovina com um Bloom < 260g (Gelita®).
« tampdo oxalato de s6dio (MERCK®) pH 5,5;

* solucdo de cloreto de célcio 75 mM (Vetec®);.
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Para a etapa de determinacdo da atividade Exo-poligalacturonésica (Exo-PG) do

extrato enzimatico livre, no sobrenadante e no imobilizado, foram utilizados:

* pectina citrica (Vetec®);
« tampdo acetato de sodio (Vetec®); pH 5,5;
* DNS (acido 3,5 — dinitrosalicilico) (Vetec®);

« tartarato duplo de sddio potéssio (Vetec®);

4.2 Micro-organismo

Utilizou-se a cepa de A. niger ATCC 9642 obtida de forma liofilizada, gentilmente
doada pela FIOCRUZ (Brasil). A cepa foi mantida em Potato Dextrose Agar (PDA- Difco®),

subcultivada periodicamente e armazenada a 4°C.

4.3 Preparo do inoculo do Aspergillus niger ATCC 9642

O A.niger ATCC 9642 foi cultivado por 7 dias a 30°C em um meio de cultivo
contendo 39 g/L de Potato Dextrose Agar (PDA - Difco®). Posteriormente, realizou-se a
coleta dos esporos adicionando 20 mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v) e pérolas
de vidro estéreis ao frasco, para uma melhor remocéo desses. Para a contagem dos esporos, 1
mL da suspensdo resultante foi diluido de 10 a 10% vezes em solucéo aquosa esterilizada de
Tween 80 (0,1 %, v/v) e aproximadamente 0,5 mL da solucdo diluida foram transferidos a
uma camara de Neubauer para realizar a contagem dos esporos (FREIRE, 1996), que seriam

utilizados na bioproducdo do extrato enzimatico.

4.4 Bioproducdo do extrato enzimatico pectinolitico

O extrato enzimatico bruto pectinolitico foi obtido mediante fermentacdo submersa,
segundo a metodologia otimizada descrita por Gomes (2010). Para isto, utilizou-se um meio
sintético otimizado constituido de 32g/L de pectina citrica, 2 g/L de L- asparagina, 0,06 g/L
de fosfato de potassio, 1,0 g/L de sulfato de ferro. A concentracdo de esporos utilizada foi de
5x10° esporos/mL. As condicdes empregadas para a bioprodugdo foram: 180 rpm, 30°C, pH
inicial de 5,5 e tempo de 24 horas. A dosagem de atividade de Exo-PG foi conduzida como

descrito no item 4.8.3.
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4.5 Imobilizagdo do extrato enzimatico pectinolitico

O extrato enzimatico pectinolitico bruto foi imobilizado utilizando-se alginato de
sodio e gelatina segundo a metodologia de Shen et al. (2011) modificada. O alginato de sodio
2% (m/v) foi suspenso em uma propor¢do de 3:10 (v/v) de extrato enzimético e tampao
(fixada em testes preliminares descritos posteriormente); para isto o alginato foi misturado
com 10 mL de solucéo tampdo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5), aquecido até sua completa
dissolucdo e posteriormente resfriado a temperatura ambiente. A seguir, 3 mL do extrato
enzimatico foram adicionados na suspensdo de alginato de sédio. O gel de alginato/extrato
enzimatico foi gotejado em uma solucdo precipitante de cloreto de célcio (CaCl,) (75 mM) e
gelatina (até uma concentracédo final de 1 % (m/v)) mantida sob agitacdo constante com o uso
de agitador magnético.

Durante 10 minutos, as esferas permaneceram na solugdo de CaCl, - gelatina para
garantir a sua solidificacdo, posteriormente foram separadas da solucéo e lavadas com 100
mL de agua destilada e 100 mL de tampdo acetato de sodio (100 mM, pH 5,5). Apos o
término do processo de lavagem, as esferas foram filtradas com bomba a vacuo (Tecnal TE-
085) por 20 minutos. Para os experimentos controle, seguiu-se 0 mesmo procedimento
descrito anteriormente, com a diferenga que a solucdo precipitante de CaCl, (75 mM) néo
continha gelatina e durante a formacdo das matrizes controle se utilizou para dissolver o
alginato de sodio agua destilada (ACa) e tampdo oxalato de sodio em uma concentracdo 100
mM e pH 55 (AOxal), respectivamente. A Figura 8 esquematiza o procedimento
experimental utilizado para a formacdo das matrizes de encapsulamento do extrato enzimatico

pectinolitico.

4.6 Etapa 1: Caracterizacdo do processo de imobilizacdo do extrato enzimatico na

matriz de encapsulamento polimérica—inorganica de AGOCa.

4.6.1 Selecdo do tampéo para a imobilizacao

Considerando que o tampéo fosfato de potassio ndo precipita em pH 5,5 e desta forma
ndo participa na formacao estrutural da matriz de encapsulamento, fez-se necesséria a sele¢éo
de outro tampdo que em pH 5,5 (pH 6timo da enzima), formasse um composto de baixa
solubilidade, que precipitasse com o célcio e interagisse com a gelatina presente na solucao de

CaCl; (75 mM), permitindo a formagdo da matriz polimérica-inorgénica de encapsulamento.
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Com tal objetivo foram colocados em tubos de ensaios individuais 10 mL dos tamp0des
acetato de sodio, oxalato de sodio e citrato de sodio, todos na concentragdo 100 mM e pH 5,5.
Posteriormente, foram adicionadas 20 gotas de uma solucdo de CaCl, (75 mM). O tampéo
selecionado foi aquele que formou precipitado em pH 5,5.

Figura 8. Representacdo esquematica do processo de formacdo das esferas de AGOCa (a) e
de AOxal e ACa (b).

Alginato Alginato
(a) . Oxalato de sodio (b) Ox alato de sodio ou agua destilada
~ Extrato enzimatico Extrato enzimatico

Gelatina ~
+CaCh R
CaCh <o - -
o ©
0f e o
k: ()
o
@ Extrato enzimatico ¢ Gelatina
Alginato calcico O Oxalato de calcio @ Extrato enzimatico

Alginato calcico

Fonte: SHEN et al. (2011) modificado.

4.6.2 Relacéo extrato enzimatico/tampéo

Foram realizados testes preliminares relacionados a definicdo da relacdo extrato
enzimatico/tampéo (3:10 e 5:10, v/v) para o processo de imobilizacdo. A escolha das relacGes
utilizada para o estudo preliminar foram baseadas em Bampi (2010) e Coghetho (2011). O
processo de imobilizacdo foi realizado como descrito no item 4.5 e posteriormente, efetuou-se
a dosagem de atividade de Exo-PG como descrito no item 4.8.4, com a diferenca que a reagédo

foi incubada a 37 °C por 5 minutos.

4.6.3 Selecdo do tampao para lavagem e armazenamento

Para avaliar, durante as etapas de lavagem e armazenamento, a influéncia do tampéo e
do seu pH, na atividade de Exo-PG do extrato enzimatico pectinolitico imobilizado em
AGOCa, foram testados para a lavagem das esferas 100 mL dos tampdes acetato de sédio,

fosfato de potéssio e oxalato de sddio, todos 100 mM e em pH 5,5 e para o0 armazenamento 50
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mL dos mesmos tampdes em pH 5,5 e 7,5. O tamp&o selecionado, tanto para a lavagem como
para o armazenamento, foi aquele que apresentou menor influéncia na atividade enzimatica de
Exo-PG.

4.6.4 Influéncia do tempo de contato das esferas com a solucdo de cloreto de calcio
(75 mM) sobre a atividade de Exo-PG

Esferas de AGOCa contendo o extrato enzimatico imobilizado, foram deixadas por
diferentes tempos (3, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos) em contato com a solucdo de cloreto de
calcio (75 mM) e gelatina. Apds cada tempo pré-determinado, 0,5 g de amostra foram
retiradas e submetidas a dosagem de atividade de Exo-PG, como descrito no item 4.8.4 com a
diferenca que a reacéo foi incubada a 37 °C por 6 minutos.

4.6.5 Cinética do tempo 6timo de reacédo para a dosagem de atividade de Exo-PG

O estudo cinetico do tempo Otimo de reacdo foi conduzido com o objetivo de
determinar em qual tempo de reacdo seriam obtidos os maiores valores de atividade de Exo-
PG. Para isto, utilizaram-se 0,5 g de amostras de esferas contendo o extrato enzimatico
imobilizado que haviam permanecido por 10 minutos na solucdo de CaCl, e gelatina.
Posteriormente, foram adicionados ao substrato e a reacdo incubada a 37 °C por periodos de
reacdo de 3, 5, 10 e 20 minutos. A dosagem de atividade de Exo-PG foi realizada como

descrito no item 4.8.4.

4.6.6 Estudo da incorporacao de calcio na matriz AGOCa

Com a finalidade de avaliar a incorporacdo do calcio na matriz de encapsulamento em
funcdo do periodo de contato na solucdo de CaCl, (75 mM) e gelatina, foi realizado um
estudo no qual se retiraram amostras das esferas de AGOCa aos 3, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos
de contato com a solucdo. Posteriormente, determinou-se espectrofotometricamente a
quantidade de célcio incorporado na matriz de encapsulamento, utilizando-se um
espectrometro de absorcdo atbmica com fonte de linha (LS AAS) modelo VARIAN AA50
com lampadas de catodo oco. Para isso, pesaram-se 1g de amostra em tubo de microkjedahl e
adicionou-se 3 mL de HNOj3. A amostra foi aquecida em bloco digestor a 100 °C durante 1

hora e, posteriormente, foi adicionado 1 mL de H,SO,4 (30%). Apds constatar a solubilizacdo
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da amostra, a solugéo obtida da digestéo foi transferida para um bal&o de 25 mL e aferido seu
volume com &gua. A quantificacdo do teor de célcio foi conduzida comparativamente

empregando o método de calibragdo com padrfes externos.

4.7 Etapa 2: Parametros cinéticos e operacionais do extrato enzimético pectinolitico
imobilizado em AGOCa e nas matrizes controle

Neste item, sdo apresentadas as analises realizadas para determinar os parametros
cinéticos e operacionais do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa e sua comparagao
com as matrizes controle de AOxal e ACa, buscando-se avaliar as diferencas e semelhangas
entre as matrizes de imobilizacdo com a adicdo de gelatina (Bloom < 260) e as matrizes

controle sem adicao desta.

4.7.1 Determinagdo da temperatura e o pH 6timo do extrato pectinolitico imobilizado

Para estudar o efeito da temperatura e do pH sobre a atividade de Exo-PG do extrato
enzimatico pectinolitico imobilizado, realizou-se um delineamento composto central
rotacional 2° (DCCR), totalizando 11 experimentos. A atividade enzimatica de Exo-PG do
imobilizado foi medida através da dosagem dos acUcares redutores pelo método DNS
modificado descrito no item 4.8.4. Como substrato, utilizaram-se solucGes de 0,5 % (m/v) de
pectina citrica preparada com tampdo acetato de sédio 100 mM nos diferentes pH estudados.
O tempo total de reacdo foi de 5 minutos e as faixas de pH e temperaturas avaliadas sao
apresentadas na Tabela 2. Os valores 6timos das variaveis estudadas foram determinados
considerando a maxima atividade de Exo-PG obtida durante os experimentos. As faixas de pH
e temperatura foram baseadas em estudos prévios realizados por Gomes (2010). As variaveis

estudadas e seus respectivos niveis se encontram descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis e niveis utilizados no DCCR (2?), para a atividade de Exo-PG do extrato
enzimatico imobilizado nas matrizes de AGOCa, AOxal e ACa.

Niveis
Variaveis independentes -1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 3 34 45 5,5 6

Temperatura 30 37 55 73 80
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4.7.2 Manutencao da atividade de Exo-PG do extrato pectinolitico imobilizado

A estabilidade do extrato enzimatico imobilizado a baixa temperatura foi avaliada
mediante seu armazenamento a temperatura de 4° C, determinando-se periodicamente a
atividade de Exo-PG, como descrito no item 4.8.4. Na equacao 1, mostra-se como foi definida
a estabilidade do armazenamento (EA) do extrato imobilizado.

EA (%) = E—jxmn (1)

Onde EA é a estabilidade do armazenamento (%), U, é a atividade de Exo-PG inicial
(U/g) do extrato enzimatico imobilizado e Ua é a atividade de Exo-PG (U/g) do extrato

enzimatico imobilizado apds o armazenamento.

4.7.3 Determinacdo dos parametros cinéticos Vmaxe Km

Com a finalidade de conhecer e comparar as propriedades cinéticas do extrato
pectinolitico imobilizado, tanto na matriz de AGOCa quanto nas matrizes controle de AOxal e
ACa, determinou-se a atividade de Exo-PG usando-se como substrato pectina citrica a
diferentes concentracdes: 0,5, 1, 3, 5, 7, 9, 10, 13 e 15 mg/mL.

A temperatura utilizada para as reac6es foi 73 °C. Para a determinagdo dos parametros
cinéticos, utilizou-se a equacdo 2 do modelo de Lineweaver-Burk (1934). Graficou-se 1/V em
funcéo de 1/S, e através da equacao obtida dos dados linearizados, obteve-se o valor de Vmsx €
Km.

e 2)

Onde V ¢ a velocidade inicial, Vs € a velocidade maxima, S € a concentracéo inicial

de substrato e K, é a constante de Michaelis-Menten.

4.7.4 Analise morfolégica

Para a analise morfoldgica as esferas foram preparadas conforme descrito no item 4.5.

Posteriormente, amostras das matrizes de AGOCa, AOxal e ACa foram visualizadas em Lupa
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Leb-3 (Lambda) de Ocular WF 10x e resolucdo 1280x1024. As imagens morfologicas das

estruturas foram capturadas digitalmente utilizando-se o programa Motic Images Plus 2.0.

4.7.5 Rendimento da imobilizacéo (RI)

Para determinar o rendimento da imobilizacdo (RI) foram quantificadas as atividades
de Exo-PG tanto do extrato pectinolitico livre quanto do sobrenadante (solu¢do de CaCl, com
ou sem gelatina), seguindo os procedimentos especificados nos itens 4.8.3 e 4.8.5,

respectivamente. O célculo do rendimento foi realizado empregando a equacéo 3.

RI (%) = %xmn )

Onde RI € o rendimento (%), Ut é a atividade de Exo-PG (U/mL) do extrato

pectinolitico livre e Us € a atividade de Exo-PG (U/mL) do sobrenadante.

4.7.6 Relsos

As esferas do extrato pectinolitico imobilizado foram usadas sucessivamente em
diferentes ciclos de reacdes. A atividade de Exo-PG da primeira reacdo foi considerada como
100%. Apos cada um dos ciclos, as esferas contendo o extrato enzimatico foram removidas do
meio reacional, lavadas com agua destilada e solucdo tampao de acetato de sodio (100 mM,
pH 5,5). Apds a remocdo do excesso de solucdo aquosa, com o auxilio de bomba a vacuo
(Tecnal TE-085), foi realizada a dosagem de atividade de Exo-PG empregando a metodologia
descrita no item 4.8.4. A equacéo 4 fornece o célculo para a atividade relativa (RA) de cada

ciclo.

) . Arividade de Exo—PG do extrato no ciclon

RA (%

%100 (4)

Arividade de Exo—PG do extrato no ciclo 1

4.8 Determinac0es analiticas da atividade enzimética Exo-poligalacturonasica (Exo-PG)

A atividade de Exo-PG do extrato enzimatico pectinolitico livre, imobilizado e no

sobrenadante foi determinada pela medida da liberagdo de grupos redutores, usando-se 0
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método do acido dinitrosalisilico (DNS), proposto inicialmente por Miller (1959), com
algumas modificacdes. As atividades de Exo-PG do extrato enzimatico livre e no
sobrenadante foram expressas em unidades de atividade por mL (U/mL) e para o extrato
enzimatico imobilizado foram expressas em unidades de atividade por g de suporte (base
Umida) (U/g).

Desconsiderou-se a determinacdo de proteina como metodologia para a medicdo de

atividade devido a matriz de AGOCa conter gelatina.

4.8.1 Preparagéo do reativo DNS

A solucdo de DNS foi preparada dissolvendo 10,6 g de acido 3,5- dinitrosalicilico e
19,8 g de NaOH em 1,416 mL de &gua destilada, em seguida foram adicionados 7,6 mL de
fenol fundido a 50 °C e 8,3 g de metabisulfito de sodio.

4.8.2 Preparacao do substrato

Utilizou-se como substrato uma solucdo contendo 0,5 % (m/v) de pectina citrica em

tampao acetato de sddio em concentragdo 100 mM e pH 5,5.

4.8.3 Atividade enzimatica de Exo-PG do extrato enzimatico pectinolitico livre

Foram incubados 1000 uL de substrato a 37 C por 15 minutos para a estabilizacdo
de temperatura. A seguir, 500 puL do extrato enzimatico dissolvido em tampdo oxalato de
sodio (100 mM, pH 5,5) em proporc¢do 3:10 (v/v) foram adicionados ao substrato e a reacdo
foi incubada a 37 °C por 6 minutos. Posteriormente, 1000 uL do volume reacional foram
misturados com 1000 pL de DNS. Para a formagédo de cor a mistura foi mantida em ebuligéo
por 8 minutos, resfriada em banho de gelo e adicionados 8 mL de solu¢cdo 50 mM de tartarato

duplo de sddio-potéassio para a estabilizacdo de cor.

4.8.4 Atividade enzimatica de Exo-PG do extrato enzimatico pectinolitico imobilizado

Foram incubados 2000 pL de substrato a 73 °C por 15 minutos para a estabilizagéo de
temperatura. Posteriormente, 0,5 g de esferas contendo o extrato enzimatico pectinolitico

imobilizado foram adicionadas ao substrato e a reagdo incubada a 73 °C por 5 minutos
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(definido a partir dos resultados apresentados item 5.2.1). A seguir, 1000 uL do volume
reacional foram misturados com 1000 uL de DNS. Para a formacdo de cor a mistura foi
mantida em ebuligdo por 8 minutos, resfriada em banho de gelo e adicionados 8 mL de
solucdo 50 mM de tartarato duplo de sddio-potéssio para a estabilizacdo de cor.

4.8.5 Atividade enzimatica de Exo-PG do sobrenadante

Foram incubados 1000 pL de substrato a 37 C por 15 minutos para a estabilizacdo de
temperatura. A seguir, 1000 uL do sobrenadante (solugcdo de cloreto de calcio com ou sem
gelatina) se adicionaram ao substrato e a reacdo foi incubada a 37 °C por 6 minutos. Em
seguida, 1000 uL do volume reacional foram misturados com 1000 uLL de DNS. Os tubos de
ensaio foram colocados em ebulicdo por 8 minutos, resfriados em banho de gelo e
adicionados 8 mL de solucdo 50 mM de tartarato duplo de sodio-potassio para a estabilizacdo
de cor.

As absorbancias foram medidas em um espectrofotdmetro (Beckman Coutler, model
DU640, 540nm) contra o branco. Uma unidade Exo-PG foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol de acido galacturénico por minuto (U= umol/min). A
quantificacdo foi conduzida pelo método dos padrbes externos, empregando uma curva de
calibracdo estabelecida com acido a-D-galacturénico (Fluka Chemical®, massa molecular

212,6) como acucar redutor.

4.9 Analise estatistica

A tabulacdo dos resultados, célculo de médias e desvio padrdo foram realizados
utilizando o Microsoft Excel® 2010 (Microsoft Co), seguido de andlise de variancia
(ANOVA), Teste de t-Student e Teste de Tukey, em nivel de 95 % de confianca, empregando
software Statistica® 7.0 (STATSOFT, INC). A anélise estatistica dos efeitos e da interacdo
entre as varidveis estudadas no planejamento proposto foi realizada utilizando-se o software
Statistica® 7.0 (STATSOFT, INC) em nivel de confianca de 95 %, (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer do
estudo, referentes a caracterizagdo do processo de imobilizacdo do extrato enzimatico
pectinolitico de A. niger ATCC 9642 utilizando-se matriz polimérica inorganica de AGOCa,
bem como a sua comparacdo com as matrizes controle de AOxal e ACa em termos de
caracterizacdo parcial, determinacdo das constantes cinéticas Vmax € Km, avaliacdo da
estabilidade da atividade de Exo-PG, analise morfoldgica, redso e rendimento da

imobilizacéo.

5.1 Caracterizacdo da matriz de encapsulamento polimérica—inorganica de alginato—
gelatina—oxalato de calcio (AGOCa)

Na continuacdo, sdo apresentados os resultados e discussao obtidos na primeira etapa
da estratégia experimental concernentes a caracterizacdo da matriz de encapsulamento de
AGOCa.

5.1.1 Selecéo do tampéao de imobilizacdo

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da formacao de precipitado em
presenca de calcio dos tampdes de acetato de sddio, fosfato de potéssio, citrato de sodio e

oxalato de sodio, todos na concentracdo 100 mM e pH 5,5.

Figura 9. Aspecto visual da formacao de precipitado de calcio: tampdes acetato de sodio (a),
citrato de sddio (b), fosfato de potéssio (c) e oxalato de sodio (d), todos na concentracdo 100
mM e pH 5,5.
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Observar-se que o tampdo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5) foi o Unico que
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apresentou precipitacdo com calcio no pH estudado. O oxalato de célcio formado pela
interacdo do tampdo oxalato de sédio 100 mM e a solucdo de cloreto de célcio 75 mM tem
baixa solubilidade (0,00067 g/100mL), conduzindo a formacdo de um precipitado. Com base
nestes resultados, o tampdo oxalato de sédio (100 mM, pH 5,5) foi selecionado como
coadjuvante do processo de imobilizacao.

Shen et al. (2011) utilizaram o tampé&o fosfato de potéssio (100 mM, pH 7,5), o qual ao
entrar em contato com a solucéo de CaCl, (75 mM) e gelatina, conduz a formagéo do fosfato
de célcio, que interage com a gelatina para formar a matriz polimérica-inorgénica de
encapsulamento para a imobilizagdo da B-galactosidase. Neste trabalho, ndo se empregou esse
tampdo para o encapsulamento do extrato enzimatico pectinolitico, pois em testes
preliminares se comprovou que sua utilizagdo ocasionava a perda total da atividade
enzimatica de Exo-PG. Esta tendéncia pode estar associada ao elevado pH (7,5) empregado na
etapa de imobilizacdo. Gomes (2010) reportou que o0 extrato pectinolitico contendo Exo-PG
produzido por A. niger ATCC 9642 apresenta pH otimo de 5,5, com uma acentuada

diminuicdo da sua estabilidade a pH maiores de 7.

5.1.2 Relacao enzima/tampao (v/v) a ser utilizada no processo de imobilizacao

A Tabela 3 apresenta a atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) nas diferentes relacdes

de enzima/tampéo.

Tabela 3. Atividade especifica do extrato enzimatico pectinolitico imobilizado com diferentes
relaces de enzima/tampéao.

Relacao Atividade Exo-PG (U/g)*
Enzima/tampao
3:10 1,20 +0,12°
5:10 1,05 +0,15°

*Média * desvio padréo seguida de letras iguais nao diferem estatisticamente em nivel de 5 %
(Teste t- Student).

\rifica-se que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as relagbes 3:10 e
5:10 (v/v) de enzima/tampédo. Com intuito de utilizar a menor quantidade de enzima, fixou-se
em 3:10 a relacdo enzima/tampé&o a ser utilizada na imobilizag&o. Este resultado esta coerente

com a relagé@o enzima tampao utilizada por Bampi (2010) e Coghetto (2011).



53

5.1.3 Selegdo do tampéao para lavagem e armazenamento

Os testes feitos para a lavagem e armazenamento das esferas de AGOCa, indicaram a
incompatibilidade do emprego do tampdo oxalato de sédio (100 mM, pH 5,5) para tal
finalidade, uma vez que esse ocasionava a aglomeracéo das esferas de AGOCa, bem como sua
deterioracdo (Figura 10).

Figura 10. Aspecto visual das esferas de AGOCa com o extrato enzimatico pectinolitico
imobilizado antes (a) e depois (b) da lavagem com o tamp&o oxalato de sddio (100 mM, pH
5,5).

Neste contexto, foram conduzidos ensaios de lavagem e armazenamento somente com
as solucOes tampdes de acetato de sodio e fosfato de potassio a 100 mM e pH 5,5. As solucbes
avaliadas proporcionam bons resultados; ou seja, ndo se constatou aglomeracdo nem
deterioracdo das esferas de AGOCa. Porém, o tampao acetato de sodio (100 mM, pH 5,5) foi
selecionado para a lavagem das esferas, ja que se presumiu que o tampao fosfato de potassio
(100 mM, pH 5,5) poderia causar problemas na atividade enzimatica, uma vez que em testes
preliminares de imobilizacdo, usou-se como coadjuvante do processo o tampdo fosfato de
potassio (100 mM, pH 7,5), obtendo-se como resultado a queda total da atividade de Exo-PG
do extrato enzimatico imobilizado. Para comprovar tal hipotese, e verificar se a perda total de
atividade de Exo-PG foi devida a composicdo do tampdo, ou seja, ao fosfato, ou ao pH da
solucdo tampdo, realizaram-se testes de armazenamento das esferas de AGOCa, por um
periodo de 24 horas, em solucbes tampdo de acetato de sodio e fosfato de potassio, em

concentracdo 100 mM e nos pHs 5,5 e 7,5.

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores de atividade de Exo-PG (U/g) obtidos nos

testes de armazenamento.
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Tabela 4. Atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato pectinolitico imobilizado em
AGOCa ap0s 24 horas de armazenamento.

Solugéo tampéo Atividade Exo-PG (U/g) *
Extrato imobilizado (EI) 1,88 0,096 °
El - Acetato de sodio (100 mM, pH 5,5) 1,72 +0,22°
El - Acetato de sédio (100 mM, pH 7,5) 0,88+0,35°
El - Fosfato de potassio (100 mM, pH 5,5) 0,22+0,07°
El - Fosfato de potassio (100 mM pH 7,5) Sem Atividade

*Média * desvio padrdo seguido de letras iguais ndo difere estatisticamente em nivel de 5 %
(Teste de Tukey).

Observa-se que o tampdo fosfato de potassio influencia negativamente na atividade de
Exo-PG do extrato pectinolitico imobilizado, pois se verificou que seu emprego, independente
do pH (5,5 ou 7,5) conduziu a uma diminuicdo acentuada da atividade em relacéo ao valor de
referéncia (1,88 U/g), obtido antes do armazenamento. Para o pH 7,5, observa-se uma perda
total da atividade enzimatica. Os ensaios conduzidos com o tampéo acetato de sédio (100
mM, pH 5,5) apresentaram a melhor atividade enzimatica. No entanto, ha que salientar que no
primeiro momento o tampdo acetato de sodio (100 mM, pH 5,5) foi selecionado para o
armazenamento das esferas de AGOCa, porem seu emprego foi desconsiderado nos ensaios
posteriores, devido ao fato que apds 48 horas de armazenamento, verificou-se que as esferas

apresentaram inchamento e deformacdo, o que levou a deterioracdo das mesmas (Figura 11).

Baseados nestes resultados, definiu-se os tampdes oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5)

e acetato de sodio (100 mM, pH 5,5) para a sintese e lavagem das esferas, respectivamente.

Com o intuito de evitar a degradacdo da matriz de AGOCa, posteriormente a lavagem,
as esferas foram filtradas por 20 minutos, utilizando uma bomba a vacuo, e depois
armazenadas em silica gel para a remoc¢do da umidade residual, como mostra a Figura 12. O

mesmo procedimento foi sequido para as matrizes controle de AOxal e ACa.
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Figura 11 Aspecto visual das esferas AGOCa antes (a) e depois (b) de 48 h de
armazenamento em tampé&o acetato de sodio (100 mM, pH 5,5)

Estes resultados foram interessantes porque demonstraram que ndo s variaveis como:
tempo de imobilizacdo, concentracdo de enzima, relacdo enzima/substrato, etc., comumente
estudadas durante processos de imobilizacdo enzimatica podem ter uma influéncia
significativa sobre a atividade do catalizador imobilizado, mas também as caracteristicas do

proprio suporte.

Fundueanu et al. (1999) avaliaram a influéncia do pH nas caracteristicas fisico-
quimicas de microparticulas de alginato-célcico, determinando que quando essas eram
armazenadas em solugdo acida (pH 3,0), havia uma substituicdo parcial de ions célcio por
prétons e que os fons Ca** remanentes permaneciam somente nas cavidades eletronegativas
dos blocos guluronato, fornecendo um complexo mais estavel. Acréscimo continuo no pH da

solucdo de armazenamento conduzia a um aumento progressivo na porosidade da rede
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polimérica, favorecendo sua deterioracdo, até sua completa dissociagdo e solubilizacéo.

Yoo et al. (2006) estudaram a influéncia do pH na estabilidade das microparticulas de
alginato-célcico utilizadas para o encapsulamento de a-tocoforol e observaram que as
estruturas do gel de alginato-célcico sdo relativamente estaveis em pH acido, mas incham

facilmente e se desintegram sob condicdes alcalinas suaves.

Ouwerx et al. (1998) demonstraram que em valores de pH baixo (pH < 4,0), 0s grupos
carboxilatos do alginato sdo protonados e consequentemente, a repulsdo eletrostatica entre
estes grupos diminui, favorecendo a contracdo da matriz polimérica, com a consequente

diminuicdo da porosidade, aumentando a estabilidade da rede.

O inchamento pode ser justificado pelo fato das esferas imidas tenderem a absorver
agua a fim de hidratar regides vazias que permanecem desidratadas na rede polimérica dentro
das esferas, até atingir o estado de equilibrio. Esse fendbmeno é provocado pelo relaxamento
da rede polimérica na presenca de pressdo osmotica e permanece até que a pressdo osmotica
se iguale as forcas de ligacdo de crosslinking que mantém a estrutura da rede polimérica
estavel. Quando estas duas forcas sdo iguais, ndo se observa mais ganho de dgua pela matriz
(HOFFMAN et al., 2006 e PASPARAKIS e BOUROPOULOS, 2006) .

5.1.4 Influéncia do tempo de contato das esferas com a solucéo de cloreto de calcio
(75 mM) sobre a atividade de Exo-PG.

A Tabela 5 e Figura 13 apresentam a variacdo dos valores de atividade de Exo-PG
(U/g) durante 60 minutos de contato das esferas de AGOCa com a solucdo de CaCl, e
gelatina. De acordo com a Tabela 5 a maior atividade foi obtida quando as esferas foram
deixadas por 10 minutos em contato com a solucdo de CaCl, e gelatina. A partir desse tempo,
observa-se uma queda da atividade de Exo-PG do extrato enzimatico imobilizado. Os valores
correspondentes aos tempos 6 e 20 minutos ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) e o valor
obtido aos 10 minutos (2,56 + 0,04 U/g) € estatisticamente diferente dos demais. Em funcao
deste resultado, o tempo de contato das esferas com a solucdo de CaCl, e gelatina foi fixado

em 10 minutos.
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Tabela 5. Atividade de Exo-PG (U/g) durante 60 minutos de contato das esferas de AGOCa
com a solucdo de CaCl, e gelatina.

Tempo (min) Atividade Exo-PG (U/g) *
3 1,47 +0,07°
6 2,12 +0,09°
10 2,56 + 0,042
20 2,22 +0,05°
30 1,92 +0,051°
60 1,67 0,05 ¢

*Meédia + desvio padrdo seguida de letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente em
nivel de 5 % (Teste Tukey).

Figura 13. Influéncia do tempo de contato das esferas com a solucdo de cloreto de calcio-
gelatina sobre a atividade de Exo-PG (U/qg).

3

»
Lh

[\

—

Actividade Exo-PG (U/g)
Lh

o
[

o
o

10 20 30 40 50 60 70
Tempo (minutos)

A diminuicdo da atividade de Exo-PG depois de transcorridos 10 minutos de contato,
foi vinculada a continua incorporacdo de calcio na matriz polimérica-inorganica AGOCa na
medida que essas permaneciam submersas por diferentes tempos na solucdo de CaCl, e
gelatina (Figura 14). A continua incorporacdo do célcio nas esferas de AGOCa, ocasiona a
obstrucdo dos poros, e com isso um retardo na difusdo molecular através da camada
inorganica de oxalato de calcio-gelatina formada ao redor da matriz, diminuindo a atividade

enzimatica.
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Figura 14. Incorporacdo do célcio nas esferas de alginato em relagdo ao tempo de contato
com a solugdo de CaCl, e gelatina.
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Raras sdo as informacgdes que relacionam a influéncia do tempo de contato de esferas
de alginato célcio com a solugcdo de CaCl, sobre a atividade enzimatica. Zhang et al. (2008)
ao imobilizar alcool desidrogenase em suporte hibrido de alginato-carbonato de calcio,
fixaram em 10 minutos o tempo de contato das capsulas com a solugédo de CaCl, e gelatina, o

que concorda com os resultados obtidos no presente estudo.

Shen et al. (2010) reportaram menor atividade relativa (58,6%) da B-galactosidase
imobilizada em esferas de alginato-gelatina-fosfato de calcio, quando comparada com a
atividade relativa (62,3%) da B-galactosidade imobilizada em esferas de alginato, Os autores
atribuiram este resultado a problemas de transferéncia de massas ocasionados pela camada de

fosfato de célcio e gelatina formada no suporte.

5.1.5 Cinética do tempo de reacdo na medida de atividade de Exo-PG do extrato

enzimatico imobilizado

Realizou-se um estudo cinético a fim de otimizar o tempo de reacdo do extrato
enzimatico imobilizado. A Tabela 6 apresenta os valores de atividade de Exo-PG do
imobilizado, expressos em U/g em funcdo do tempo de reacdo. Observar-se que ndo ha um
ganho considerdvel da atividade enzimética & medida que aumenta o tempo de reacdo
avaliado (20 minutos). Os tempos 3, 5 e 10 minutos nédo diferem estatisticamente entre si pelo

Teste de Tukey (p <0,05), podendo as determinacdes de atividade ser todas realizadas a partir
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do tempo de 3 minutos. A partir destes resultados, o tempo de reacdo de 5 minutos foi
selecionado para a realizacdo de todas as anélises, devido a ndo diferir significativamente (p
<0,05) do tempo 3 minutos, considerado um tempo relativamente pequeno.

Tabela 6. Atividade de Exo-PG (U/g) do extrato imobilizado durante 20 minutos de reacéo a
37 °C utilizando substrato de pectina citrica (0,5 %, pH 5,5).

Tempo (min) Atividade de Exo-PG (U/g)*
3 1,56 + 0,05 °
5 1,54 +0,12°
10 1,84 +0,12%
20 2,03+0,20°

*Média = desvio padrdo seguida de letras iguais ndo diferem estatisticamente em nivel de 5 %
(Teste Tukey).

Zeni (2011) realizou uma cinética para a medida de atividade de Exo-PG produzidas
por Penicillium brasilianum em fermentacdo submersa e determinou que a 40 °C de
incubagdo, 6 minutos é o tempo de reacdo G6timo para a medida de atividade enzimaética.
Gomes et al. (2011) realizaram estudo de medida de atividade de Exo-PG em incubacdo a
37 °C e 6 minutos de reacgdo, utilizando A. niger ATCC 9642 em fermentacdo submersa.
Maller (2008) realizou a medida de atividade da PG produzida por A. niveus, incubando por
10 minutos a 40 °C. Rehman et al. (2013) determinaram como 10 minutos o tempo 6timo de
reacdo sobre a atividade relativa da pectinase de Bacillus licheniformis KIBGE-1B21

imobilizada em esferas de alginato calcico.

5.2 Determinacdo de parametros operacionais e cinéticos do extrato de Exo-PG

imobilizado em AGOCa e a sua comparacdo com as matrizes controle

Neste item, mostram-se 0s resultados obtidos referentes a segunda etapa do presente
trabalho, na qual foram realizados estudos comparativos da imobilizacdo do extrato
enzimatico de Exo-PG em AGOCa e nas matrizes controles de ACa e AOxal, em termos de
caracterizacdo parcial (temperatura e pH 6timos e estabilidade), parametros cinéticos (Kn, e
Vmax), anélises morfoldgicas das esferas obtidas, avaliagdo dos resos e rendimento da

imobilizacédo (RI %).
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5.2.1 pH e temperatura 6tima

Dentre os parametros a serem estudados, a caracterizacdo da enzima imobilizada em
termos de pH e temperatura 6tima constitui uns dos mais relevantes, ja que sao estas variaveis

as que visardo a aplicabilidade industrial deste tipo de biocatalisadores.

Apds a imobilizacdo do extrato enzimatico na matriz de AGOCa e nas matrizes
controle de AOxal e ACa, avaliou-se o efeito do pH e a temperatura sobre a atividade
enzimatica de Exo-PG dos imobilizados. A determinacdo dos valores de temperatura e pH
6timos para cada uma das matrizes de imobilizagdo, foi conduzido através da realizacdo de
um planejamento fatorial completo 2° com 3 pontos centrais. Na Tabela 7, apresenta-se a
matriz do planejamento experimental, bem como os valores reais, codificados das variaveis

independentes e a resposta obtida para atividade de Exo-PG (U/qg).

Tabela 7. Matriz do planejamento experimental DCCR 22 (valores codificados e reais com a
resposta atividade de Exo-PG) para a caracterizacdo parcial da enzima imobilizada.

Variaveis independentes Resposta
Atividade de Exo-PG (U/g)
Ensaios pH Temperatura AGOCa AOxal ACa
1 -1(3,4) -1(37) 0,72 0,89 1,36
2 1(5,5) -1(37) 1,17 1,54 4,34
3 -1(3,4) 1(73) 1,18 1,37 2,88
4 1(5,5) 1(73) 2,50 3,73 5,55
5 -1,41(3) 0(55) 1,05 1,45 2,36
6 1,41(6) 0(55) 1,96 2,58 5,53
7 0(4,5) -1,41(30) 1,02 1,33 1,69
8 0(4,5) 1,41(80) 1,86 2,76 2,53
9 0(4,5) 0(55) 1,34 2,23 2,84
10 0(4,5) 0(55) 1,51 2,37 2,78
11 0(4,5) 0(55) 1,36 2,37 2,79

Independente da matriz de imobilizacdo observa-se um aumento da atividade com o
aumento do pH e da temperatura. O ensaio 4, com valores de atividades de Exo-PG de 2,50;
3,73 e 5,55 Ul/g para as matrizes de AGOCa, AOxal e ACa, respectivamente, foi o que

apresentou as melhores respostas.

As Tabelas 8, 9 e 10 apresentam os coeficientes de regresséo, erro padréo, valores de t

e p a um nivel de confianga de 95 % das varidveis independentes pH e temperatura para
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atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa,

AOxal e ACa, respectivamente.

Tabela 8. Coeficiente de regressio, erro padréo, valores de p e t do planejamento 2% para
atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato enzimatico imobilizado em AGOCa.

Coeficientes  Erro padréao t(5) p

de regressao
Média* 1,403652 0,083020 16,90750 0,000013
pH (L)* 0,382776 0,101831 7,51791 0,000659
pH (Q) 0,030754 0,121510 0,50620 0,634241
Temperatura (L)* 0,372909 0,101831 7,32412 0,000744
Temperatura (Q)  -0,001940 0,121510 -0,03194 0,975758
pH X T* 0,217500 0,143796 3,02512 0,029244

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 9. Coeficiente de regressdo, erro padréo, valores de p e t do planejamento 2% para
atividade enzimaética de Exo-PG (U/g) do extrato enzimatico imobilizado em AOxal.

Coeficientes  Erro padrao t(5) p

de regressao
Média* 2,323911 0,153486 15,14087 0,000023
pH (L)* 0,577129 0,188264 6,13108 0,001676
pH (Q) -0,192033 0,224648 -1,70964 0,148026
Temperatura (L)* 0,587535 0,188264 6,24162 0,001546
Temperatura (Q)  -0,176943 0,224648 -1,57529 0,176007
pH X T* 0,427500 0,265849 3,21612 0,023567

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Tabela 10. Coeficiente de regressao, erro padrao, valores de p e t do planejamento 27 para
atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato enzimatico imobilizado em ACa .

Coeficientes  Erro padrao t(5) p

de regressao
Média* 2,801336 0,253926 11,03208 0,000107
pH (L)* 1,268737 0,311462 8,14697 0,000453
pH (Q)* 0,701918 0,371656 3,77725 0,012926
Temperatura (L)* 0,490760 0,311462 3,15133 0,025341
Temperatura (Q)  -0,221074 0,371656 -1,18967 0,287582
pHXT -0,077500 0,439818 -0,35242 0,738893

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Na Tabela 8, correspondente aos efeitos das varidveis para os experimentos de
imobilizacdo em AGOCa, verifica-se que o pH (L), temperatura (L) e a interagdo pH x T
exercem um efeito positivo significativo (p<0,05) sobre a resposta. Efeitos similares foram
observados para a atividade de Exo-PG na matriz de AOxal (Tabela 9).

Para a matriz de ACa (Tabela 10), constatou-se que o pH (L) e (Q) e a temperatura (L)
exerceram efeitos significativos (p<0,05) e positivos sobre o processo, ou seja, que Seus
aumentos proporcionam um incremento da atividade de Exo-PG do extrato enzimético

imobilizado.

As equacOes 5, 6 e 7 apresentam 0s modelos matematicos empiricos, obtidos através
dos coeficientes de regressdo, referentes a imobilizacdo do extrato enzimatico em AGOCa,
AOxal e ACa, respectivamente, em termos de atividade de Exo-PG (U/g) em fungédo do pH e

temperatura, dentro da faixa estudada.

Ex0-PG = 1,4+ 0,38 pH + 0,37 T + 0,21 pH.T (5)
Ex0-PG = 2,32 + 0,57 pH + 0,58 T + 0,42 pH.T (6)
Ex0-PG = 2,8 + 1,26 pH + 0,7 pH? + 0,49 T (7)

Onde Exo-PG ¢ a atividade Exo-Poligalacturonasica (U/g) do imobilizado e T é a temperatura
em °C
Os modelos codificados foram validados pelas analises de variancia apresentadas nas

Tabelas 11, 12, e 13 referentes a imobilizacdo do extrato enzimatico em AGOCa, AOxal e

ACa, respectivamente.

Tabela 11. Andlise de variancia para atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato
enzimatico imobilizado em AGOCa .

Fonte de Soma dos Graus de Média Fealcutado
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica
Regresséo 2,47 3 0,82 58,57
Residuo 0,10 7 0,014
Total 2,57 10

R=0,95; Ftan.0,95:3:7= 4,35
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Tabela 12. Andlise de variancia para atividade enzimética de Exo-PG (U/g) do extrato
enzimatico imobilizado em AOxal.

Fonte de Soma dos Graus de Média Fealculado
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica
Regressao 6,15 3 2,05 22,77
Residuo 0,64 7 0,09
Total 6,79 10

R=0,90; Ftab.0,95;3:7= 4,35

Tabela 13. Andlise de variancia para atividade enzimatica de Exo-PG (U/g) do extrato
enzimatico imobilizado em ACa.

Fonte de Soma dos Graus de Média Fealculado
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica
Regressao 18,35 3 6,12 34
Residuo 1,26 7 0,18
Total 19,62 10

R=0,93; Ftan.0,95:3:7= 4,35

Vfrifica-se que para todas as matrizes de imobilizacao o valor de F calculado foi maior
que o valor tabelado, apresentando coeficientes de correlagdo (R) superiores a 90%, o que
permitiu a validacdo estatistica dos modelos matematicos empiricos (p<0,05) e a construcao
das Superficies de Resposta e Curvas de Contorno apresentadas nas Figuras 15, 16 e 17 para a
atividade de Exo-PG (U/g) do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa, AOxal e ACa,

respectivamente.

Através das Figuras 15 a 17, fica evidenciado que nas faixas estudadas, a medida que
0 pH e a temperatura aumentam, ocorre um incremento na atividade de Exo-PG. Dentre 0s
suportes, o contendo gelatina (AGOCa) foi 0 que apresentou 0s menores valores de atividade.
Para o ensaio 4 (Tabela 7) foram observados os maiores valores de atividade enzimatica, com
2,5, 3,73 e 5,5 U/g, para as imobilizagdes em AGOCa, AOxal e ACa, respectivamente. O
menor valor de atividade do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa em comparacao
com as matrizes controle, foi vinculado a formacao da camada inorgéanica de oxalato de célcio
e gelatina na superficie da matriz de encapsulamento, o que pode ter causado problemas

transferéncia de massas, pela diminuicéo da interagdo do substrato com o sitio ativo.
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Figura 15. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de Exo-PG (U/g)
obtida em funcdo do pH e a temperatura (°C) para o extrato pectinolitico imobilizado em
AGOCa.

(D)

Figura 16. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de Exo-PG (U/g)
obtida em funcdo do pH e a temperatura (°C) para o0 extrato pectinolitico imobilizado em
AOxal.
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Figura 17. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de Exo-PG (U/g)
obtida em funcdo do pH e a temperatura (°C) para o extrato pectinolitico imobilizado em
ACa.
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Observou-se que na faixa de pH e temperatura estudada o extrato pectinolitico
imobilizado tanto na matriz de AGOCa quanto na matriz de AOxal apresentou

comportamento semelhante, obtendo-se valores 6timos de atividade de Exo-PG nas faixas de
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pH de 5,0 a 6,0 e de temperatura de 60 a 80 °C. Para o extrato pectinolitico imobilizado na
matriz de ACa, os valores 6timos de atividade de Exo-PG foram observados na faixa de pH de
5 a 6 e em uma ampla faixa de temperatura, entre 40 e 80°C.

O uso de enzimas nos processos industriais pode requer de reacdes que sejam
conduzidas a altas temperaturas, a fim de melhorar a produtividade do processo catalitico pelo
aumento das velocidades de reacéo e reduzir a contaminagdo microbiana, consequentemente,
enzimas com altas temperaturas Otimas sao muito interessantes para seu uso industrial
(ORTEGA et al., 2004, KUMAR et al., 2006). Na indlstria de sucos e vegetais, precisa-se
que 0 material apos a passagem por processos térmicos seja resfriado a 50°C para tratamento
com as enzimas pectinoliticas, portanto o uso de pectinases termoestaveis evitaria a etapa de

resfriamento, reduzindo tempo e custo dos processos (GOMES et al., 2007)

Comparando os resultados obtidos com os reportados por Gomes et al.(2011) onde ao
produzir e caracterizar 0 extrato enzimatico pectinolitico de A. niger ATCC 9642, reportou a
méxima atividade a pH 5,5 e temperatura 37 °C, demonstra-se que 0 extrato enzimatico
pectinolitico imobilizado manteve 0 mesmo pH 6timo em comparagdo com a sua forma livre.
No entanto, a imobilizagdo ocasionou um aumento significativo da temperatura Otima.
Kennedy (1987) sugere que incrementos na temperatura 6tima comparado com a enzima livre

podem ser resultados de baixas temperaturas internas no microambiente no gel.

O pH e temperatura 6tima da pectinases imobilizadas podem variar em funcao da cepa

utilizada, do tipo de suporte e das condicbes de imobilizacao.

Pifferi e Spagna (1987) estudaram a imobilizacdo de Endo-poligalacturonase
comercial em y-alumina e determinaram valores de pH e temperatura 6tima de 5,5 e 70 °C,
respectivamente. Os autores observaram que na avaliacdo da atividade em funcdo da
temperatura, a atividade do imobilizado aumentava a medida que se incrementava a
temperatura na faixa testada de 20 a 70 °C. Segundo eles, isto pode ser explicado pela reducéo
da viscosidade da solucdo de substrato com o aumento da temperatura, 0 que provavelmente
aumentou a difusdo do substrato ao sitio ativo da endo-PG imobilizada, através da estrutura
porosa do suporte. Estes resultados concordam com 0s encontrados no presente estudo e
podem justificar o aumento da atividade de Exo-PG do extrato pectinolitico imobilizado nas

matrizes estudadas quando se aumenta a temperatura de reacao.

Bampi (2010) descreve a poligacturonase de P. brasilianum imobilizada em suporte de

alginato de sodio- glutaraldeido-carvao ativado, com pH étimo de 4,5 e temperatura de 80 °C.
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Buga et al. (2010) ao imobilizar poligalacturonase de A. niger SA6 em alginato de

calcio observou em pH 4,5 e temperatura 40 °C a mé&xima atividade.

A temperatura e o pH 6timo para a PG de A. niger imobilizada em nylon 6 ativado
com glutaraldeido no estudo de Saxena et al. (2009) ficou em 50°C e 5,0, respectivamente.

Spagna et al. (1995) imobilizando pectina liase em poliméricos sintéticos,
determinaram pHs 6timos de 5,6; 6,5 e 6,4 e, temperaturas 6timas de 75, 75 e 73 °C para a
pectina liase imobilizada em Eupergit C, Nylon 6-GA e XAD 7-TCT, respectivamente.

5.2.2 Estabilidade do extrato enzimatico imobilizado

A estabilidade térmica a baixas temperaturas € um parametro importante que deve ser
avaliado, uma vez que seu estudo permitira determinar por quanto tempo o biocatalisador
imobilizado podera ser armazenado e quanto de sua atividade inicial sera mantida ao longo do
periodo de estocagem. A estabilidade de armazenamento do imobilizado em AGOCa, AOxal
e ACa foi conduzida a temperatura de 4 °C, por um periodo de 33 dias. Neste periodo, a
atividade de Exo-PG do extrato imobilizado foi acompanhada em intervalos de tempo
regulares de 3 dias. A Figura 18 apresenta os perfis de atividade relativa (%) para o estudo de

estabilidade térmica a 4 °C.

Figura 18. Estabilidade térmica a 4 °C do extrato enzimatico imobilizado em AGOCa, AOxal
e ACa.
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Percebe-se que existem diferencas na estabilidade dependendo da matriz de

imobilizacdo empregada. O extrato enzimético pectinolitico imobilizado na matriz de AGOCa
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apresentou maior estabilidade ao armazenamento, bem como uma maior atividade relativa (=

160 %) em comparacdo as matrizes controle, com atividades relativas de =100%.

Cabe destacar que independentemente da matriz utilizada como suporte, 0 extrato
pectinolitico imobilizado, armazenado em temperatura de resfriamento (4 °C), manteve sua

atividade inicial ap6s os 33 dias de armazenamento.

Busto et al. (2010) ao imobilizar PG sobre esferas de polimetacrilato-divinilbenceno
(pm-dvb), determinaram que a enzima imobilizada retém aproximadamente 70,5 % da sua

atividade apds dois meses de armazenamento.

Bampi (2010) estudou a imobilizac&o da PG de P. brasilianum em suporte de alginato-
carvao e observou perda de atividade de mais de 50 % apds 67 h de armazenamento a 4 °C.

5.2.3 Determinacéo dos parametros cinéticos Vmax e Km

A determinacdo dos parametros cinéticos Vmax € Km, foi conduzida utilizando
diferentes concentracGes do substrato pectina citrica, na faixa de 0,5 a 15 mg/mL. Ambos
parametros foram obtidos pela analise das velocidades iniciais de reacdo nas diferentes
concentragfes de substrato estabelecidas para este estudo e uma Unica concentracdo de

enzima.

Na Tabela 14, sdo apresentados os resultados da atividade de Exo-PG (U/g) do extrato

pectinolitico imobilizado obtidos em funcéo das concentracdes de pectina citrica [S].

Tabela 14. Atividade de Exo-PG (U/g) do extrato pectinolitico imobilizado em funcdo da
concentracdo do substatro pectina citrica.

Substrato Atividade de Exo-PG (U/g) = Desvio padréo
(g/mL) AGOCa AOxal ACa
0,00025 0,44 +0,08 0,94+0,12 0,32+0,13
0,0005 0,53+0,13 1,17 £ 0,24 0,49 £0,19

0,001 0,82+0,1 1,53 £ 0,09 0,67 £0,16
0,003 1,30+ 0,12 2,08 £0,21 1,26 £0,13
0,005 1,89+ 0,17 3,08+0,11 1,56 £ 0,05
0,007 2,70 £ 0,09 3,25+0,1 2,61+0,11
0,009 3,04 £ 0,06 4,10+0,21 2,67 +0,15
0,01 3,03+0,12 4,11 +0,16 2,69 £ 0,25
0,013 3,30 +£0,19 4,19 +0,22 3,35+0,15
0,015 4,36 + 0,22 4,50 +0,12 4,82 +0,08
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Percebe-se um aumento na atividade de Exo-PG nas trés matrizes de imobilizagéo
(AGOCa, AOxal e ACa), com a concentracdo do substrato, ndo apresentando inibigdo pelo
substrato mesmo na maior concentragdo avaliada. O aumento da velocidade com a
concentracdo do substrato sugere que a reacdo catalisada pelo extrato pectinolitico

imobilizado nas matrizes de estudo se comportou como uma reacdo de 12 ordem.

As equacdes e os R? obtidos dos perfis de linearizagdo (Figura 22, 23 e 24, Apéndice
1), utilizando-se o modelo de Lineweaver-Burk (Equacdo 2) para os dados de atividade de
Exo-PG do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa, AOxal e ACa, respectivamente, sdo
apresentados a seguir:

AGOCa: % = 0,0008 i + 0,2597; R?= 0,984 (8)
AOxal: % = 0,0003 % + 0,2315; R?=0,97 (9)
ACa: — =0,0007 < + 0,3151;R*=0,98 (10)

Os elevados fatores de correlagdo (R?> > 0,97) indicam uma boa adequagdo dos

resultados.

Na Tabela 15, sdo apresentados 0s parametros cinéticos Kn € Vmax Obtidos para as

matrizes estudadas.

Tabela 15. Valores de Km e Vmax para o extrato enzimatico pectinolitico imobilizado em
AGOCa, AOxal e ACa.

Matriz Km (mg/mL) Vmax (nmol/min.g)
AGOCa 3,0 3,85
AOxal 1,3 4,32
ACa 2,2 3,17

Observa-se que o valor de K, encontrado para o extrato imobilizado em AGOCa foi
maior que os obtidos para as matrizes de AOxal e ACa. Este aumento pode ter ocorrido
devido as restri¢fes difusionais, ou seja, limitacGes de acesso do substrato ao sitio ativo da

enzima, ocasionado pela formacgdo da camada inorgéanica ao redor das esferas de AGOCa. As
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limitagOes na difusdo séo afetadas principalmente pelo tamanho das esferas, forma, tamanho
dos poros e a carga enzimatica da imobilizacdo, assim como também pelas mudancas
estruturais na enzima, com as moléculas podendo ter assumido uma conformagdo inativa
(BUGA et al., 2010, YANG et al., 2010; YIGITOGLU e TEMOCIN, 2010). Com relacdo ao
Vmax, Obteve-se maior valor deste pardmetro quando o extrato de Exo-PG foi imobilizado em
AOxal.

Ortega et al. (2004) utilizando pectina como substrato, avaliaram as propriedades
cinéticas de poligalaturonases comerciais livres e, obtiveram valores para K, de 0,043, 0,107
e 0,220 mg mL™" e de Vg 1,91, 1,37 e 2,82umol min™ para Rapidase C80, Pectinase CCM e

Pectinex 3XL, respectivamente.

Buga et al. (2010) obtiveram valores de Ky, e Vmsx para poligalacturonase imobilizada
em alginato calcico de 11,1mg/mL e 1,65 umol min"mg™, respetivamente.

Demirel et al. (2004) imobilizando Pectinex Ultra SP-L em particulas de duolite
magnético-poliestireno a 20 °C e obtiveram valores para Kn e Vs de 1,87 g mL™ e 5,57

x10 % g s 'g particula *, respectivamente.

Esawy et al. (2013) avaliaram os parametros cinéticos da pectinase de A. niger
NRCZ1ami imobilizada em esponja de polivinil-alcool (PVA) e encontraram valores para Kn, e
Vi de 32 mg mL™' e 3,8 mg mL™" min!, respectivamente, utilizando pectina como

substrato.

Sarioglu et al. (2001) reportaram valores para Vmax € K de 0,009 % (w/v)/s e 2,172 %

(w/v) pectina, respectivamente, para Pectinex Ultra SP-L imobilizada em resina ani6nica.

5.2.4 Morfologia e estrutura

Na Figura 19, observa-se a aparéncia das matrizes obtidas de AGOCa, AOxal e ACa,

respectivamente.
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Figura 19. Aparéncia das esferas de AGOCa (a), AOxal (b) e ACa (c)

Nota-se que as esferas de ACa (c) apresentaram aparéncia semitransparente em
comparagdo com as de AGOCa (a) e AOxal (b), as quais apresentaram coloracdo branca,
caracteristica do oxalato de calcio precipitado durante a incorporacéo do célcio na matriz de
encapsulamento, quando se utilizou o tampdo oxalato de soédio (100 mM, pH 5,5) como

coadjuvante do processo de imobilizacao.

Na Figura 20, sdo apresentas as fotografias obtidas da analise morfolégica das
matrizes de encapsulamento, empregando-se uma Lupa Leb-3 (Lambda) de Ocular WF 10x e
resolucdo 1280x1024.

Figura 20. Anéalises morfologica das matrizes de AGOCa (a), AOxal(b) e Aca (c), obtidas
com Lupa Leb-3 (Lambda) de Ocular WF 10x e resolucdo 1280x1024

Pode-se observar que as esferas de AGOCa (a) e AOxal (b) sdo morfologicamente

mais arredondadas e definidas em relacdo com as de ACa (c). Além disso, percebe-se que as
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superficies das matrizes de AGOCa e AOxal mostram-se com menores rugosidades e sdo

mais uniformes do que a matriz de ACa.
5.2.5 Rendimento

O rendimento é um parametro importante para determinar a eficiéncia do processo de
imobilizacdo, o qual sera mais eficiente na medida em que se consiga encapsular a maior
quantidade de enzima possivel. Apés o encapsulamento do extrato enzimatico pectinolitico,
realizou-se a determinacdo do rendimento de imobilizacdo. A Tabela 16 apresenta 0s
resultados de rendimento obtidos nas matrizes de estudo, desvio padrdo e o Teste de Tukey,
em nivel de 95 % de confianca.

Tabela 16. Rendimento de imobilizacdo (%) para as matrizes de imobilizacéo.

Matriz RI (%)*

AGOCa 72,70 + 1,64°

AOxal 55,58 + 1,26°
ACa 52,97 +1,04°

*Média * desvio padrdo seguida de letras iguais ndo diferem estatisticamente em nivel de 5 %
(Teste Tukey).

Pode-se observar que o maior rendimento de imobilizagdo, com 72,7%, foi obtido pela
matriz de AGOCa, seguido por 55,58 % e 52,97 %, para as matrizes de AOxal e ACa,
respectivamente, sendo que estes ultimos ndo diferem estatisticamente (p<0,05) entre si. No
entanto, independente da matriz de imobilizacdo empregada, os rendimentos obtidos sdo

relevantes quando comparados com a literatura.

Serrat e Valverde (2005) estudaram a imobilizacdo covalente de Endo-PG de K.
marxianus em alginato de calcio ativado com glutaraldeido e, obtiveram rendimento de
imobilizacdo de 26,4 %, com dréastica reducdo da atividade (>70 %), o qual segundo 0s

autores é caracteristico da unido covalente.
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Rao et al. (2000), ao imobilizar Endo-PG de A. ustus sobre silica gel, obtiveram uma

eficiéncia de imobilizacdo do 28 %.

Shukla et al. (2010) imobilizaram PG de A. niger em nylon-6- ativado com

glutaraldeido e obtiveram 40 % de rendimento de imobilizag&o.

Assis et al. (2004) realizaram um screening de suportes reticulados com glutaraldeido
(2,5 %) para a imobilizagdo do extrato parcialmente purificado de pectinmetilesterase de
acelora (Malpighia glabraL) e obtiveram os maiores rendimentos de imobilizacdo em
sepharose de 81,7 %, seguido do gel de gelatina 78,0 %, apds 48 horas de processo.

5.2.6 Reuso do extrato pectinolitico imobilizado

O maior interesse ao imobilizar uma enzima ¢é obter um biocatalisador que possa ser
reutilizado no processo catalitico. Ao longo dos resos, € comum obter diminuicdo da
atividade enzimatica. Esta queda deve ser quantificada para determinar o nimero maximo de
vezes que a enzima imobilizada pode ser utilizada, sem afetar significativamente a
produtividade do processo (KEMPKA, 2012). A Figura 24 mostra os perfis de atividade

relativa (%) obtidos para o extrato enzimatico de Exo-PG em relacéo ao reuso.

Figura 21. Reuso do extrato pectinolitico imobilizado em AGOCa, AOxal e ACa.
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Observa-se uma perda gradativa da atividade relativa ao longo do relso, sendo que o
extrato enzimatico imobilizado em AGOCa apresentou 0s melhores resultados, permitindo

um maior numero de reutilizagdes em comparacdo com as matrizes controle, mantendo 56,3
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% de sua atividade inicial no 9° ciclo. Quando imobilizado nas matrizes controle de AOxal e
ACa, atividades relativas superiores a 50%, com 50,63 % e 57,6 % das suas atividades iniciais
foram mantidas até o 7° e 6° ciclo, respectivamente. A perda de atividade relativa pode ser
explicada pela inativagdo da enzima em virtude da desnaturacgdo proteica (KEPMKA, 2012).
Geralmente enzimas encapsuladas em alginato de célcio, tém diminuicdo da sua atividade
apos seu uso em diferentes ciclos cataliticos, devido a liberacdo da enzima do suporte como
resultado da lavagem das esferas no final de cada ciclo, além de mudancas conformacionais e
ao dano mecénico das esferas depois de ser utilizadas repetidas vezes (REHMAN et al., 2013;
WON et al., 2005).

Buga et al. (2010) estudaram o relso da poligalacturonase de A. niger (SA6)
imobilizada em alginato de calcio e determinaram que apos trés ciclos, esta conserva 14,8 %
da sua atividade catalitica inicial. Segundo os autores, a reducéo da atividade pode ser devida
a inativacdo pelo calor e a perda gradual da atividade devido a fuga de enzima ao meio

reacional.

Saxena et al. (2008) obtiveram 50 % de perda da atividade relativa apos trés ciclos de
retso da poligalacturonase de A. niger Van Tieghem (MTCC 3323) imobilizada em suporte
ativado de polietileno, enquanto, Rao et al. (2000) relataram uma retencdo de 28 % da
atividade de uma Endo-poligalacturonase, obtida a partir de A. ustus, imobilizada, apds ser

utilizada por 10 ciclos.

Valores de atividade residual nos retsos de pectinases também sdo reportado na
literatura. Csanadi e Sisak, (2006) ao avaliarem o reuso da enzima Pectinex Ultra SP-L
imobilizada em resina de Amberlite IRA900 ClI, determinaram que ela pode ser usada por 12

ciclos consecutivos para a producdo de frutooligossacarideos.

Li et al. (2008) estudaram a imobilizacdo de pectinase comercial em suporte ativado de
agar-gel e encontraram que a enzima imobilizada matem 81 % de atividade residual apds 10

ciclos de reacéo.



74

6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi estudada a influéncia das variaveis no processo de imobilizacéo do
extrato enzimatico pectinolitico de A. niger ATCC 9642 em suporte polimérico-inorganico de
AGOCa e sua comparagdo com as matrizes controle de AOxal e ACa em termos de

caracterizacdo parcial, parametros cinéticos, anadlise morfoldgica, rendimento e redso.

O tampdo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5) foi selecionado como coadjuvante para
0 processo de imobilizacdo por apresentar precipitacdo com célcio no pH a ser estudado e
permitir pela interacdo com a gelatina presente na solucdo de CaCl, a formagédo da camada
inorganica na superficie das esferas. Determinou-se a proporcao 3:10 (v/v) como a melhor

relacdo enzima/tampdo para ser utilizada durante o processo de imobilizacao.

Os testes feitos para a lavagem e armazenamento das esferas de AGOCa indicaram a
incompatibilidade do emprego do tampdo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5) para tal
finalidade, uma vez que esse ocasionava a aglomeracdo das esferas de AGOCa, bem como
sua deterioracdo. Selecionou-se o tampéo acetato de sodio (100 mM, pH 5,5) para a lavagem

das esferas, por ndo apresentar os problemas antes mencionados.

Verificou-se, nos testes de armazenamento, que o uso no tampdo fosfato de sédio (pH
55 e 7,5) conduziu a desnaturacdo do extrato enzimatico pectinolitico imobilizado em
AGOCa, além disso, constatou-se que, apds 48 h de armazenamento das esferas de AGOCa
em solucdo tampéo de acetato de sodio (100 mM, pH 5,5), estas apresentaram inchamento

ocasionando a deterioracdo da matriz de encapsulamento.

Os tempos de reacdo para a medida de atividade enzimatica e de contato das esferas na

solucdo de CaCl, e gelatina foram fixados em 5 e 10 minutos, respectivamente.

H& um aumento na incorporacdo do célcio na matriz de encapsulamento de AGOCa a

medida que as esferas permanecem mais tempo submergidas na solucdo de CaCl, e gelatina.

As melhores atividades enzimatica de Exo-PG para as matrizes de imobilizacdo
estudadas foram obtidas nos ensaios em que foram aplicados maiores valores de pH e
temperatura. Determinou-se que, para o extrato pectinolitico imobilizado na matriz de
AGOCa e ACa as faixas 6timas de atividade para o pH e a temperatura sdo de 5,0 a 60 e de 60
a 80 °C, respectivamente. A matriz de ACa apresentou valores 6timos de atividade de Exo-PG

na faixa de pH de 5 a 6 e em uma ampla faixa de temperatura de 40 a 80°C.
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Na avaliacdo da estabilidade de armazenamento a 4°C os valores de atividade residual
obtidos para o extrato enzimatico de Exo-PG imobilizado em AGOCa, AOxal e ACa foram
159,7 %, 106,3% e 120,9 %, respetivamente. Demonstrou-se que independentemente da
matriz utilizada como suporte, o extrato imobilizado pode ser armazenado a 4 °C, mantendo
sua atividade inicial ap6s 33 dias de armazenamento. Porém, a matriz polimérica de AGOCa
fornece ao extrato enzimatico maior estabilidade a temperatura estudada, se comparada com

as matrizes controle.

A anélise dos parametros cinéticos forneceu valores de 0,003, 0,0013 e 0,0022 (g/mL)
para Ky, e 3,85, 4,32 ¢ 3,17 (umol/min.g) para Vma para as matrizes de AGOCa, AOxal e
ACA, respectivamente. Evidenciou-se que o extrato enziméatico imobilizado em AGOCa
apresentando maior valor do K, em comparagdo com as matrizes controle, este aumento pode
ter ocorrido devido as limitagcdes de acesso do substrato ao sitio ativo da enzima, ocasionado

pela formagdo da camada inorganica ao redor das esferas de AGOCa

Na avaliagdo morfologica das matrizes de encapsulamento, observou-se que quando
utilizado o tampdo oxalato de sodio (100 mM, pH 5,5) como coadjuvante do processo de
imobilizacdo, as esferas apresentaram-se mais arredondadas e definidas, com menores

rugosidades na superficie e, portanto, mais uniformes.

O rendimento da imobilizac&o foi obtido para todas as matrizes estudadas, sendo que a
matriz de AGOCa apresentou 0 maior rendimento de imobilizacdo, com aproximadamente
72,7 %. As matrizes controle de AOxal e ACa apresentaram rendimentos de imobilizacdo de

55,6 % e 52,9 %, respectivamente.

Quanto ao relso, o extrato imobilizado em AGOCa manteve 56,33 % de sua atividade
inicial até o 9° ciclo; ja quando imobilizado nas matrizes controle de AOxal e ACa, 50,63 % e

57,6 % das suas atividades iniciais foram mantidas nos 7° ciclo e 6° ciclo, respectivamente.

6.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Tendo como base os resultados obtidos no presente estudo, as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros podem ser delineadas:

e avaliar o uso de diferentes tipos de plastificantes e agentes reticulantes como o
glutaraldeido, com intuito de obter uma matriz de imobilizacdo com maior

estabilidade mecanica;
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estudar a aplicagéo de fluidos pressurizados e a utilizagcéo do ultrassom na tentativa de
aumentar a atividade enzimatica;

avaliar a estabilidade a altas temperaturas e diferentes valores de pH;

determinar a difusividade da enzima nas matrizes estudadas;

com as matrizes desenvolvidas, sugere-se o estudo da imobilizacdo de outras enzimas
bem como a imobiliza¢do de micro-organismos;

como etapa complementar a este trabalho, sugere-se a realizacdo da caracterizagdo
fisica das matrizes de imobilizacao;

testar a aplicacdo do extrato pectinolitico imobilizado em reacBes de interesse na

indUstria de alimentos.
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8 APENDICES

APENDICE |

Figura 22. Linearizagdo utilizando o modelo de Lineweaver-Burk dos dados de atividade de
Exo-PG em relacdo a concentracdo de substrato pectina citrica para o extrato pectinolitico
imobilizado em AGOCa.
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Figura 23 Linearizacdo utilizando o modelo de Lineweaver-Burk dos dados de atividade de
Exo-PG em relacdo a concentracdo de substrato pectina citrica para o extrato pectinolitico

imobilizado em AOxal.
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Figura 24. Linearizagéo utilizando o modelo de Lineweaver-Burk dos dados de atividade de
Exo-PG em relagdo a concentracdo de substrato pectina citrica para o extrato pectinolitico
imobilizado em ACa.
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