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RESUMO

As enzimas pectinases t€m sido amplamente utilizadas em muitos
segmentos industriais, como inddstria de alimentos, téxtil, papel,
antiftingicos, entre outros. Com intuito de aumentar a viabilidade técnica
e econdmica na utilizacdo destas enzimas em diversos processos, torna-
se necessdrio buscar alternativas para aumentar a estabilidade e a
atividade enzimadtica. Neste contexto, no presente estudo investigou-se a
influéncia de gés liquefeito de petrleo (GLP) pressurizado, ou seja, os
efeitos das varidveis pressdo (30-190 bar), tempo de reacdo (1-6h) e
taxa de despressurizagdo (20-100 bar/min) sobre as atividades
enzimdticas de pectina liase (PMGL) e pectinametilesterase (PME) de
duas pectinases comerciais (Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash),
imobilizadas em suporte de gelatina-alginato de sédio e poliuretano,
mediante o emprego de metodologia de planejamento de experimentos.
Avaliou-se também o rendimento de imobilizacdo, os ciclos de
reutilizacdo, a estabilidade térmica em baixas (- 80°C, -18 °C e 4 °C) e
em altas temperaturas (25 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C), a aplicacio
na clarificacio de suco de péssego e os ciclos de reutilizacdo no
processo de clarificagdo. O complexo enzimdtico Pectinex® Ultra SP-L
imobilizado em suporte de gelatina-alginato ao ser tratado com GLP,
obteve aumento de 14 % da atividade de pectina liase (PMGL) e de 19
% de pectinametilesterase (PME) quando comparada com a atividade
inicial da enzima, nas condi¢des de 110 bar de pressdo, tempo de reacdo
de 3,5 h e despressurizacdo de 60 bar/min. Da mesma forma, obteve-se
um incremento na atividade residual de pectina liase (Pectinex® Mash)
de 38 % quando submetida a uma pressdo de 190 bar por 1 hora e
despressurizada a uma taxa de 20 bar/min de 11 % sobre a atividade de
pectinametilesterase a 110 bar por 3,5 h e despressurizada a uma taxa de
60 bar/min™. O complexo enzimético Pectinex® Ultra SP-L imobilizado
em suporte de Poliuretano (PU) ao ser tratado com GLP obteve
aumento de 56% de atividade de pectinametilesterase (PME) quando
comparada com a atividade incial da enzima, nas condi¢cdes de de
190 bar pressdo, tempo de reacdo de 6h e despressurizacdo de
20 bar/min O complexo enzimdtico Pectinex® Mash teve 3 % de
aumento de atividade de pectinametilesterase (PME) quando comparado
com a atividade inicial da enzima, nas condi¢des de 110 bar de pressao
por 3,5 h e despressurizada a uma taxa de 60 bar/min. Apds o tratamento
em GLP o extrato enzimatico Pectinex® Mash imobilizado em gelatina-
alginato manteve aproximadamente 60 % da atividade residual de



PMGL até o 6° ciclo de reuso. No entanto, os imobilizados de PME
(Pectinex® Mash) e PMGL (Pectinex® Ultra SP-L) mantiveram suas
atividades de aproximadamente 40% até o 5° e 3° ciclo,
respectivamente. A PME do complexo Pectinex® Ultra SP-L apresentou
aproximadamente 67 % de atividade residual no 2° ciclo. A estabilidade
térmica dos complexos enzimaticos estudados foram avaliados em
diferentes  temperaturas, nas formas livre, imobilizada e
imobilizada/tratada com gds GLP pressurizado. De modo geral, as
enzimas do complexo Pectinex® Mash mostraram-se estdveis em todas
as temperaturas estudadas, enquanto que as enzimas do complexo
Pectinex® Ultra SP-L ndo mostraram resposta em algumas temperaturas
altas. Este comportamento pode ser devido a rdpida desnaturacdo da
proteina que estrutura a enzima. Observou-se um aumento da
estabilidade para as enzimas tratadas com fluido pressurizado (GLP),
mostrando influencia do gds sobre a estabilidade e atividade enzimatica.
O gis GLP influenciou positivamente na clarificacdo de suco de
péssego, pois na concentracdo de enzima de 0,00125 %, a enzima PME
clarificou 26 % a mais o suco em relagdo ao padrio (apenas
imobilizada), e a enzima PMGL clarificou 52,6 % a mais. Desse modo,
€ possivel inferir que a enzima PMGL do complexo comercial
Pectinex® Ultra SP-L mostrou melhores resultados. Resultados
semelhantes foram obtidos para o complexo Pectinex® Mash. As
enzimas (PME e PMGL) do complexo Pectinex® Mash imobilizadas e
tratadas com gds GLP apresentaram atividade relativa até o 7° ciclo de
utilizacdo tanto para clarificacdo quanto para reducdo de turbidez,
quando a atividade relativa atingiu 40%. Estes resultados mostram o
potencial de aplica¢do de enzimas imobilizadas e tratadas com gds GLP.

Palavras-chave: Pectinases, gelatina, poliuretano, Pectina liase,
Pectinametilesterase, Gas Liquefeito de Petréleo.



ABSTRACT

Pectinase enzymes have been widely used in many industries, such as
the food, textiles, paper and anti-fungal sectors, to name a few. In order
to increase these enzymes' technical and economical viability in various
processes, it is necessary to search for alternatives that will increase
both the enzymatic activity and stability. In this context, this study has
investigated the influence of pressurized liquefied petroleum gas (LPG),
or in other words, the effects of variables such as; pressure (30-190 bar),
reaction time (1-6h) and depressurization (20-100 bar/min'l) on pectin
lyase (PMGL) and pectin methylesterase (PME) enzymatic activities
from two commercial pectinases (Pectinex™ Ultra SP-L and Pectinex™
Mash) immobilised in sodium alginate-gelatin and polyurethane carrier,
employing the experiments planning methodology. There have been
evaluations of immobilization yield, reuse cycles, thermal stability in
low (-80°C, -18°C and 4°C) and high temperatures (25°C, 30°C, 40°C,
50°C and 60°C), as well as clarification applied on peach juice and the
reuse cycles on the clarification process. The enzymatic complex
Pectinex™ Ultra SP-L. immobilized in an alginate-gelatin carrier and
treated with LPG had a 14% increase on pectin lyase (PMGL) activity
and a 19% increase on pectin methylesterase (PME) activity when
compared to the enzyme's initial activity at 110bar pressure, 3h30m
reaction time and 60bar/min” depressurization level. In the same way,
there was a 38% increase on the pectin lyase (Pectinex™ Mash) residual
activity when submitted to 190bar pressure for 1 hour and depressurized
at a 20bar/min”' rate and at 11% on the pectin methylesterase activity at
110bar for 3h30m and depressurized at a 60bar/min” rate. The
enzymatic complex Pectinex™ Ultra SP-L immobilized with
Polyurethane (PU) carrier, when treated with LPG, had a 56% increase
on pectin methylesterase (PME) activity when compared to the enzyme's
initial activity with 190bar pressure, 6h reaction time and 20bar/min’
'depressurization. The enzymatic complex Pectinex™ Mash had a 3%
pectin methylesterase (PME) activity increase when compared to the
enzyme's initial activity at 100bar pressure for 3h30min and
depressurized at a 60 bar/min’ rate. After the LPG treatment, the
enzymatic extract Pectinex™ Mash immobilized in alginate-gelatin kept
approximately 60% of PGML residual activity up until reuse cycle 6.
However, the immobilized pectinases from PME (Pectinex™ Mash) and
PMGL (Pectinex™ Ultra SP-L) maintained their activities at
approximately 40% up to cycles 5 and 3, respectively. The Pectinex™



Ultra SP-L complex's PME presented approximately 67% residual
activity on cycle 2. The enzymatic complex thermal stability was
assessed at different temperatures in free, immobilized and
immobilized/treated forms with pressurized LPG gas. On the whole, the
Pectinex™ Mash complex enzymes have presented stability for all
studied temperatures, whereas the Pectinex™ Ultra SP-L complex
enzymes have not responded under some high temperatures. It has been
noticed a stability increase for the enzymes treated with pressurized
fluid (LPG), presenting a gas influence on both the enzymatic stability
and activity. The LPG gas influenced the peach juice clarification
positively, since the PME enzyme clarified 26% more juice in relation
to the only-immobilized pattern and the PMGL enzyme clarified 52.6%
more, both at a 0.00125% enzyme concentration level. Thus, it is
possible to deduce that the PMGL enzyme of the Pectinex™ Ultra SP-L
commercial complex presented better results. Similar results have been
obtained for the Pectinex™ Mash complex. The (PME and PMGL)
enzymes from the Pectinex™ Mash complex immobilized and treated
with LPG gas presented relative activity up until usage cycle 7 for the
clarification, as well as for the turbidity reduction when the relative
activity reached 40%. Such results present a potential for the
implementation of enzymes immobilized and treated with LPG gas.

Keywords: Pectinases, Gelatin, Polyurethane, Pectin Lyase, Pectin
Methylesterase, Liquefied Petroleum Gas.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

GLP Gas Liquefeito de Petréleo

LNF Latino Americana

URI Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes — campus Erechim

PME Pectinameteilesterase

PMGL Pectina liase

pH Potencial hidrogenioi6nico

PE Pectinaesterases

PGL Pectato liase

PG Poligalaturonases

PU Poliuretano

CO, Gas carbodnico

CaCl, Cloreto de calcio

mM Mili molar

rpm Rotacdes por minuto

ZnS0O,.7TH,0O  Sulfato de zinco heptahidratado

NaOH Hidréxido de sédio

HCl Acido cloridrico

NaCl Cloreto de sédio

ASB Albumina de soro bovino

IC Intensidade de cor

U/g Unidade de atividade enzimatica por grama

VMax Velocidade maxima

Ku Constante de Michaelis-Menten

ppm mg.L'1
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CAPITULO I
INTRODUCAO

A tecnologia enzimdtica é uma alternativa que visa substituir os
processos quimicos, uma vez que os biocatalisadores envolvem
processos com menor impacto ambiental e sdo mais especificos, sendo
uma ferramenta promissora para sintese de compostos de alto valor
agregado (HASAN et al., 2006, NYARI, 2013).

A escolha de um biocatalisador imobilizado estd relacionada com
a possibilidade de aplicacdo, atividade -catalitica, viabilidade de
operagdo continua do processo, maior facilidade de controle e de
separacdo do produto final, além do aumento de estabilidade ao meio
reacional, pH e a temperatura, entre outros (MENDES et al., 2011,
NYARI 2013). Desta forma, o principal interesse em imobilizar
enzimas estd relacionado com a obtencdo de um catalisador com
atividade e estabilidade que ndo seja afetado durante o processo, como
pode ocorrer com a enzima livre (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

As enzimas pectinoliticas possuem varias aplicagdes em escala
industrial. Ressalta-se a clarificacdo enzimdtica de sucos naturais
utilizando como biocatalizador uma pectinase, que surge como um
processo com condicdes mais brandas de temperatura e pH, e também
mais favordvel ambientalmente.

A estabilidade e a atividade enzimdtica podem depender da
enzima, das caracteristicas do solvente, do contetido de dgua, da relacdo
enzima/suporte/meio reacional e das varidveis de processos envolvidas,
significando que diferentes efeitos podem ser obtidos dependendo das
caracteristicas do sistema sob investigagdo (FRANKEN et al., 2010;
FADILOGLU e ERKMEN, 2002). Neste contexto, estudos revelam que
algumas enzimas aumentam sua atividade e outras diminuem e/ou
perdem suas atividades apds exposi¢do aos fluidos comprimidos. O uso
destes solventes pode ser uma alternativa interessante ndo somente para
conduzir reacdes enzimaticas, mas também aumentar a atividade dos
sistemas enzimaticos ou inativar/reduzir sua atividade (TANIGUCHI et
al.,1987; TEDJO et al., 2000; CHEN et al., 1992; ISHIKAWA et al.,
1996; OLIVEIRA et al., 2006a e 2006b; GIEBAUF e GAMSE, 2000;
FRICKS et al., 2006).

Neste sentido, a busca por um biocatalisador ideal, sem causar
riscos ambientais, reaproveitdvel e de baixo custo, respondendo as
necessidades do mercado e as vantagens da utilizacdo de pectinases



imobilizadas em relacdo ao potencial de aplicacdo destas, consolidaram
a proposta desta pesquisa, cujos objetivos foram tracados e serdo
apresentados a seguir.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do uso de fluido pressurizado (gas liquefeito de
petrdleo (GLP), sobre pectinases comerciais (Pectinex® Ultra SP-L e
Pectinex® Mash), imobilizadas em diferentes suportes.

1.1.2 Objetivos especificos

i) Caracterizar os complexos enzimdticos imobilizados em estudo
com relagdo a temperatura e pH de médxima atividade em pectina
citrica e aos pardmetros cinéticos;

ii) Imobilizar o complexo enzimdtico pectinolitico comercial em
suporte de gelatina-alginato e poliuretano;

iii)Estudar o efeito das varidveis temperatura, taxa de
despressurizacdo, tempo e pressdo, na atividade de pectina liase
e pectinametilesterase das pectinases comerciais (Pectinex®
Ultra SP-L e Pectinex® Mash) imobilizadas em diferentes
suportes (gelatina-alginato e poliuretano);

iv) Avaliar a estabilidade das enzimas livre e imobilizadas
submetidas ou ndo ao tratamento em fluido pressurizado em
diversas temperaturas;

v) Avaliar a potencialidade de reutilizagdo dos complexos
pectinoliticos comerciais imobilizados e tratadas com fluido
pressurizado-GLP;

vi) Avaliar a potencialidade de aplicagdo das pectinases comerciais
imobilizadas e submetidas ou ndo ao tratamento com fluido
pressurizado (GLP) na clarificacio de suco de péssego.

Para tal, esta tese de doutorado estd dividida em capitulos,
conforme a descri¢do resumida apresentada a seguir.

O Capitulo I apresenta uma breve introdug¢do com os objetivos da
tese de doutoramento. No Capitulo II, é apresentada uma revisdo da
literatura acerca das enzimas pectinoliticas, suas caracteristicas e

principais aplicacdes. O Capitulo III apresenta a caracterizacdo das
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enzimas, no qual realizou-se a andlise dos efeitos do pH e temperatura
na atividade enzimitica. Neste Capitulo, também sdo apresentados os
parimetros de Michaelis-Menten obtidos. O Capitulo IV é referente a
imobilizacdo das enzimas em dois suportes diferentes (poliuretano e
gelatina-alginato). A medida da atividade enzimética foi realizada com
as enzimas nas formas livre e imobilizada, a fim de verificar o
comportamento das pectinases frente aos diferentes tipos de
imobiliza¢do. O Capitulo V apresenta o desenvolvimento do método
empregado para a determinacdo da atividade enzimdtica com intuito de
avaliar o efeito do tratamento destas em fluido pressurizado através da
descricdo dos materiais utilizados, dos aparatos experimentais e dos
procedimentos adotados no desenvolvimento do estudo.. O Capitulo VI
mostra os resultados da reutilizacdo (reciclos), da estabilidade térmica.
O Capitulo VII aborda a aplicacdo das enzimas na clarificacdo de suco
de péssego e reutilizacdo no processo de clarificacdo das pectinases
imobilizadas e/ou imobilizadas e tratadas com GLP. O Capitulo VIII
apresenta as conclusdes gerais e sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO I
REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente Capitulo apresentard uma explanacio sobre enzimas,
em especial pectinases, enzimas de interesse neste trabalho. Foram
utilizados dois complexos enzimaticos comerciais (Pectinex® Mash e
Pectinex® Ultra SP-L) para avaliar o comportamento das enzimas
pectina liase (PMGL) e pectinametilesterase (PME) frente a
imobilizagcdo em diferentes suportes, tratamento com fluido pressurizado
e sua potenciabilidade de utilizacdo na clarificacdo de suco de frutas. A
imobiliza¢do serd abordada no Capitulo III, o tratamento utilizando
fluido pressurizado no Capitulo V e a aplicacdo na clarificacdo no
Capitulo VIL

2.1 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas globulares, de estrutura tercidria ou
quaterndria, que agem como catalisadores bioldgicos, aumentando a
velocidade das reacdes no organismo, sem serem, elas proprias,
alteradas neste processo. Somente atuam em condigdes especificas de
temperatura, pH e umidade (CHAMPE e HARVEY, 1989; FIREMAN e
FIREMAN, 1998; BUHLER et al., 1998).

Em sistemas vivos, a maioria das reacdes bioquimicas dd-se em
vias metabdlicas, que sdo sequéncias de reacdes em que o produto de
uma reagdo € utilizado como reagente na reacdo seguinte. Diferentes
enzimas catalisam diferentes passos de vias metabdlicas, agindo de
forma sincronizada de modo a nfo interromper o fluxo nessas vias. Cada
enzima pode sofrer regulacio da sua atividade, aumentando-a,
diminuindo-a ou mesmo interrompendo-a, de modo a modular o fluxo
da via metabdlica em que se insere (PATEL, 2002; PIZARRO e PARK,
2003).

Além de serem muito ativas e versateis, as enzimas Sao
biocatalisadores altamente requisitados, devido as suas propriedades,
executando uma série de transformacdes de modo seletivo, rdpido e em
condi¢des brandas de reagdo, o que as difere dos catalisadores ndo
enzimaticos. A facilidade de regular a atividade enzimadtica é mais um
ponto positivo na utilizacdo de enzimas. Para isso basta apenas que se
modifique a natureza do meio de reagdo, altere o pH ou adicione algum
efetor. Toda enzima ainda catalisa as transformac¢des moleculares sem
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ocorréncia de reacdes paralelas, comuns em sinteses quimicas, devido a
sua especificidade (PATEL, 2002; PIZARRO e PARK, 2003).

As enzimas sdo comumente utilizadas em varias aplicacdes
industriais, e a demanda para aumentar a estabilidade, atividade e
especificidade destas crescem rapidamente. O mercado mundial de
enzimas apresenta valor comercial de US$2 bilhdes anuais e vem
crescendo a cada ano com taxas de 8 a 10%. Deste total, o Brasil
participa com 5% do mercado mundial através de importacdes. A
industria de alimentos € a que mais tem se beneficiado com o uso das
enzimas, sendo utilizadas em 15% dos processos industriais. Neste
contexto, 60% do total de enzimas industriais fornecidas mundialmente
sdo produzidas na Europa, os restantes 40% nos EUA e Japao (BHAT,
2000).

2.2 SUBSTANCIAS PECTICAS

As substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto
peso molecular que formam o maior componente da lamela média das
paredes primdrias de células de vegetais superiores. Quimicamente sdo
um complexo coloidal de polissacarideos acidos, composto de residuos
de 4cido galacturdnico unidos por ligagdes a (1—4), parcialmente
esterificados por grupos metil e parcial ou completamente neutralizadas
por uma ou mais bases (fons sdédio, potdssio ou amdnio) (UENOJO e
PASTORE, 2007).

Segundo Martins (2006), baseando-se nos tipos de modificagdes
da cadeia principal, as substincias pécticas podem ser classificadas em:

¢ Protopectina: é o termo usado para descrever as substancias
pécticas insoldveis em dgua, das quais se originam as
substincias pécticas soluveis.

e Acido péctico: sdo os dcidos poligalacturdnicos cujos grupos
carboxilicos ndo se apresentam esterificados com os grupos
metila.

e Acido pectinico: sdo os dcidos poligalacturdnicos que contém
quantidades varidveis de grupos metoxilicos. Estes compostos
apresentam a propriedade de formar gel na presenca de
actcares e cations divalentes.

e Pectina: € o nome genérico de misturas pécticas que contém
dcido pectinico como maior componente.



41

As substancias pécticas sdo usadas na industria de alimentos
como agentes geleificantes e como fibras nutricionais. Por outro lado,
podem representar um problema nas vérias etapas do processamento de
frutas e vegetais, visto que seu arraste, apds o rompimento da parede
celular, pode causar turbidez em sucos ou incrusta¢des em tubulagdes e
reatores industriais (SANTOS, 2007).

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas
pectinoliticas, produzidas em diferentes combinacdes pelas plantas e por
micro-organismos como fungos, leveduras e bactérias (SAKAI et al.,
1993; GAINVORS et al., 1994).

O grau de esterificacdo e de polimerizacdo, a propor¢do de
aclcares neutros, o peso molecular, sdo os principais fatores de
heterogeneidade entre as substancias pécticas de diferentes origens. Isso
torna improvavel a existéncia de pectinas idénticas. A pectdlise, acdo
das enzimas pectinoliticas, ¢ um fendmeno associado com varios
processos bioldgicos da planta, tais como alongamento, crescimento
celular e maturagdo do fruto (COURI, 1993).

2.3 PECTINASES

Embora a pectina apresente outros acticares em sua composicao,
o termo enzimas pectinoliticas, ou pectinases, refere-se ao grupo de
enzimas que agem sobre os residuos de dcido galacturdnico. Devido a
presenca de vdrias formas de pectina nas células das plantas, sdo
necessdrias pectinases com diferentes formas de agdo para sua
degradacio (GUMMANDI e PANDA, 2003). Estas enzimas podem ser
induzidas por substratos pécticos ou produzidas constitutivamente,
dependendo do organismo estudado (MALDONADO, STRASSER,
SAAD, 1998).

Diversos organismos sdo capazes de produzir pectinases,
incluindo plantas, bactérias, algumas leveduras, fungos filamentosos e
organismos simbiontes de animais (AGUILAR e HUITRON, 1987;
LADJAMA et al., 1991; FERNANDES-SALOMAO et al, 1996;
PRADE, et al.,1999; SIROTEK et al., 2001; SILVA et al, 2005). Porém,
estudos de producdo de pectinases sdo mais abundantes para fungos
filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais sdo provenientes
destes micro-organismos e o pH ideal para suas atividades aproxima-se
do valor de pH de muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0 a 5,5. A
producdo de pectinases, assim como de outras enzimas, € influenciada
por fatores como fonte de carbono, pH e temperatura, entre outros.
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As pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem usadas
na inddstria. Sua aplicagdo comercial foi observada em 1930 para a
preparacdo de vinhos e sucos de frutas. Porém, apenas na década de
1960, a composi¢do quimica dos tecidos de plantas ficou esclarecida e
com esse conhecimento, cientistas comecgaram a estudar e aplicar essas
enzimas com maior eficiéncia. Como resultado, pectinases sdo hoje as
enzimas que mais crescem no setor comercial, sendo produzidas
principalmente por bactérias, fungos e leveduras (CARVALHO, 2007).

2.3.1 Enzimas pectinoliticas e sua classificacio

As pectinases despolimerizam a pectina por hidrdlise e
transeliminacdo, bem como por reagdes de desesterificagdo, isto é,
hidrolisam a cadeia éster entre os grupos carboxila e metil da pectina
(DARTORA et al., 2002).

A classificacdo das enzimas pécticas estd baseada no ataque ao
esqueleto galacturdnico, pela preferéncia de substrato (pectina, acido
péctico ou protopectina), acdo por transeliminacdo ou hidrdlise e por
clivagem randomica (enzima endo-, liquidificante ou despolimerizante)
ou terminal (enzima exo- ou sacarificante) (ZHENG e SHETTY, 2000;
KASHYAP et al, 2000; SAKAI et al., 1993; SILVA et al., 2005;
ALKORTA et al., 1998).

Existem basicamente trés tipos de pectinases: 1) protopectinases
que hidrolisam a protopectina insoldvel originando pectina soldvel; 2)
pectinesterases que catalisam a desesterifica¢do da pectina pela remogdo
dos grupos metoxilicos; e 3) despolimerizantes que catalisam a clivagem
hidrolitica das ligacdes o (1—4) das cadeias glicosidicas no 4cido D—
galacturonico (JAYANTI et al., 2005).

2.3.1.1 Protopectinases (PPases)

As protopectinases também conhecidas por pectinosinases
catalisam a hidrdlise da protopectina, originando 4cido péctico e pectina,
diminuindo a rigidez da parede celular durante o amolecimento e o
amadurecimento dos vegetais. Existem dois tipos de PPases. O tipo A
faz a clivagem na parte interna da molécula do 4cido poligalactur6nico
da protopectina, enquanto o tipo B nas cadeias de polissacarideos que

podem estar conectados a cadeia de d&cido poligalacturdnico e
constituintes da parede celular (JAY ANI et al., 2005).
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2.3.1.2 Pectinesterases (PE)

As pectinesterases também podem ser denominadas de
polimetilgalacturonato  esterase. Estas enzimas catalisam a
desesterificagio da pectina por remocdo do grupo metoxil das
substincias pécticas, formando &dcido péctico. A pectina de baixa
metoxilagdo liberada pode ser hidrolisada pela poligalacturonase (PG)
(ALKORTA et al., 1998; GAVA, 1998).

A desesterificagdo da pectina ocorre linearmente ao longo da
molécula, por mecanismo em cadeia simples, comumente reduzindo a
esterificagdo em 10% (GAVA, 1998). Durante a rea¢do ocorre a quebra
da molécula da 4dgua e a adi¢do de um hidrogénio a um carbono da
ligacdo e adi¢cdo do grupo hidroxila a outro carbono, produzindo metano
e pectina com baixo grau de metoxilacdo. A reagdo cessa antes que
todos os grupos carboxilas sejam removidos. Em parte, essa inibicdo
ocorre pelo aumento da concentragdo do produto formado (pectato) e,
também, devido a possivel repulsdo entre grupos carboxilas carregados
negativamente (TRIBESS, 2003).

As pectinesterases sdo produzidas por fungos filamentosos,
bactérias, leveduras e plantas e estdo presentes em praticamente todos os
preparados comerciais € podem estar envolvidas em mudangas das
substincias pécticas durante o amadurecimento, estocagem e
processamento de frutas e vegetais (ALKORTA et al., 1998). Séo
reconhecidas vdrias isoformas de PE, que variam em termorresisténcia e
em nimero de acordo com a fonte vegetal. Em suco de laranja existem
pelo menos sete isoformas, com pesos moleculares, resisténcia térmica e
atividades diferentes (TRIBESS, 2003). A Figura 1 demonstra o modo
de acdo da pectinesterase.

Figura 1 - Modo de acdo da pectinesterase. A seta indica o local de reagdo da
enzima na substancia péctica.
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Fonte: JAYANI et al., 2005.



2.3.1.3 Despolimerases

Catalisam a quebra das ligagdes glicosidicas a (1—4) entre os
mondmeros do dcido D-galacturdnico. Essas enzimas atuam em
pectinas por mecanismos de hidrdlise, catalisando a quebra da ligacdo
glicosidica pela introducdo de dgua, ou por transeliminacdo (liases)
(JAYANI et al.,, 2005). As despolimerases podem ser subdivididas,
dependendo da preferéncia da enzima pelo substrato em liases e
hidrolases.

Liases

Sédo também conhecidas como transeliminases, rompem ligacdes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma liga¢do insaturada
entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do dcido galacturdnico
formado (KASHYAP et al, 2001). Esse grupo € constituido pela pectina
liase e pectato liase.

Pectina Liase (PMGL)

A pectina liase (PL), também chamada de polimetilgalacturonato
liase (PMGL) e/ou transeliminase, ¢ uma enzima que atua na quebra da
molécula de pectina por um mecanismo de transeliminacdo de
hidrogénio, onde clivam as ligacdes glicosidicas no carbono 4 e
simultaneamente eliminam hidrogénio do carbono 5 (Figura 2). Estas
enzimas sdo subdivididas em dois tipos, as endopolimetilgalacturonato
liases [Endo-PMGL] que catalisam de forma randémica a ruptura das
ligacdes o (1—4) da pectina e as exopolimetilgalacturonato liases [Exo-
PMGL], que catalisam a ruptura das ligacdes o (1—4) da molécula de
pectina a partir da extremidade ndo redutora. Atuam preferencialmente
no 4cido pectinolico (MARTINS, 2006; JAYANI et al., 2005, YADAV
et al., 2009).

Pectato Liase (PGL)

A pectato liase (poligalacturonato liases, PGL) € uma liase que
tém preferéncia por 4cido péctico (dcido poligalacturdnico com baixos
niveis de esterificacdo) (MARTINS, 2006). A PGL catalisa a separagdo
da ligacdo glicosidica a — 1,4 do 4cido péctico por trans-eliminacgdo e é
dividida em endo — PGL, que catalisa a clivagem aleatéria da ligacdo
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glicosidica a (1—4) do 4cido péctico e exo-PGL (E.C. 4.2.2.9), que
catalisa a clivagem sequencial da ligagdo glicosidica a (1—4) do 4cido
péctico na extremidade da cadeia (CORREIA, 2010).

Figura 2 - Modo de acdo da pectina liase na substancia péctica.

Fonte: YADAV et al., 2009.

Hidrolases

Incluem as poligalacturonases e as polimetilgalacturonases,
podem apresentar acdo endo - hidrélise randomica ou exo - hidrdlise
sequencial (UENOJO e PASTORE, 2007).

Poligalacturonases (PG)

As poligalacturonases (PG) sdo enzimas que catalisam a hidrélise
da cadeia de é4cido poligalacturénico de que € constituida a pectina.
Como a poligalacturonase é mais ativa na degradacdo de pectinas
desmetiladas, a acdo da pectinametilesterase prepara, ou seja, torna a
pectina acessivel a degradagdo realizada por essa enzima, causando sua
despolimerizacdio (CARVALHO et al., 2001; ASSIS et al., 2004;
LOHANI et al., 2004; JAYANI et al., 2005).

A quebra das ligacdes glicosidicas existentes nas substancias
pécticas estd diretamente ligada ao aumento de pectinas soldveis, a
diminuicdo da rigidez intercelular e a adesividade dos tecidos vegetais
(CARVALHO, 2007).

A maioria das poligalacturonases pesquisadas reage eficazmente
em pH 4cido variando de 3,5 a 5,5. Embora a temperatura 6tima citada
na maioria dos trabalhos esteja entre 30-50°C, algumas
poligalacturonases que catalisam a hidrdlise de substincias pécticas a
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temperaturas mais altas também t€m sido isoladas (CARVALHO,
2007).

A reacdo de despolimerizagdo da pectina acontece quando a
poligalacturonase catalisa a clivagem hidrolitica das ligacdes
glicosidicas o (1—4), que se localizam entre os residuos de &cido
galacturdnico da cadeia da pectina, com a introducdo de dgua pela ponte
de hidrogénio (RESENDE et al., 2004). As poligalacturonases podem
proporcionar a clivagem dessa cadeia de diferentes formas (Figura 3).
As exo-poligalacturonases [Exo-PG (E.C. 3.2.1.67)] promovem a
reducdo da unidade externa ou terminal da cadeia poligalacturdnica,
resultando em um dcido galacturdnico como produto da reagdo
principal.  Enquanto  as  endo-poligalacturonases [Endo-PG
(E.C.3.2.1.15)] podem catalisar o rompimento aleatério dessa ligacdo
(CARVALHO, 2007).

Figura 3 — Modo de agdo da poligalacturonase. A seta indica o local de reacdo
da enzima na substancia péctica.
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Fonte: SATHYANARAYANA e PANDA, 2003.

As poligalacturonases necessitam de grupos carboxilicos livres
para a catdlise. A presenca de grupos metoxilicos na molécula da
pectina pode inibir a atividade dessas enzimas (DINU et al., 2007).
Endo-PG proporciona a producio de uma série de oligogalacturonatos e
pouca quantidade de mono e digalacturonatos, enquanto que Exo-PG
produz relativamente alta concentracdo de mono e/ou digalacturonatos
(WHITAKER, 1990).

Pectinametilesterase (PME)

A pectinametilesterase (PME) também conhecida por
polimetilgalacturonase (PMG) catalisa a remogdo dos grupos metil,
atuando nos finais redutores e no interior das cadeias pécticas com alto
grau de esterificacdo (reduzindo seu peso), por consequéncia, sua
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atividade € mais alta quando de 65-75 % da pectina estd metilada
(COSGROVE, 1997; EVANGELISTA, CHITARRA, CHITARRA,
2000).

A maioria das PME’s tem pesos moleculares de 35 a 50 kDa.
Estima-se também que os valores de pH e temperatura 6tima nos quais
essas enzimas sdo ativas estdo entre valores de 4-8 e 40-50°C,
respectivamente (ASSIS et al., 2004).

Em sucos, a diminuicdo no grau de esterificacdo e 0 aumento na
densidade de cargas geradas na cadeia péctica causam uma elevagao na
afinidade pelos ions de célcio (Ca+), sendo entdo geradas ligacdes
cruzadas intermoleculares mediadas por esse fon. Esta auto-associa¢io
das regides nao esterificadas da pectina poderd levar a formacdo de
agregados e por consequéncia sua precipitacio (ROMBOUTS et al,
1982; BAKER e CAMERON, 1999; BOAS et al, 2000). A
pectinametilesterase pode também estar envolvida no processo de
alongacdo preliminar de paredes durante o crescimento da célula
(ASSIS, LIMA e OLIVEIRA, 2001).

A pectinametilesterase remove grupos metoxil da pectina por um
ataque nucleofilico da enzima no éster metilico (localizados nos
carbonos 6 do grupo carboxilico), resultando na formacdo de um
intermediario substrato-enzima com o lancamento de um metanol. Estes
seguem através da desacetilagdo, o qual sofre uma hidratacio do
intermedidrio para regenerar a enzima e liberar um &cido carboxilico
(Figura 4) (WONG, 1995; PIMENTA, CHAGAS e COSTA, 2000;
VORAGEM, BELMAN e SCHOLS, 2001).

Figura 4 - Mecanismo de reacdo da pectinametilesterase sobre a pectina.
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Figura 5 - 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 CH3 para PL. As flechas indicam os locais onde
as pectinases atuam nas substincias.
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Fonte: GUMMANDI e PANDA, 2003.

2.3.2 Aplicacoes industriais das Pectinases

As enzimas, de um modo geral, sio amplamente utilizadas nos
processos industriais, em razdo da sua especificidade e do seu potencial
catalitico. Entretanto, uma enzima torna-se comercialmente interessante
somente se houver demanda ou possuir propriedades que atendam aos
requerimentos técnicos e econdmicos do processo em escala industrial
(BRAVO et al., 2000).

As enzimas pectinoliticas consumidas pela inddstria brasileira sao
importadas de alguns laboratérios tais como: Miles, Novo Nordisk,
Biocon e Novozymes. O consumo interno € grande e o mercado
potencial é muito grande considerando que o Brasil é um dos maiores
produtores de suco de laranja do mundo e significante produtor de
vinhos (SANTOS, 2007), como destacado anteriormente, mercado este
potencial para enzimas pectinoliticas. Souza (2008) e Uenojo e Pastore
(2007), relataram algumas aplicagdes industriais importantes das
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pectinases bem como algumas de suas vantagens as quais sdo citadas
nos itens a seguir.

2.3.2.1 Industrias de sucos de frutas

As substincias pécticas sdo responsdveis pela consisténcia,
turbidez e aparéncia dos sucos das frutas, e sua presenca causa um
aumento consideravel na viscosidade do suco, dificultando a filtragao e
a concentracdo. A adicdo de enzimas pectinoliticas nos purés de frutas e
vegetais resulta na degradac@o da pectina e outros componentes de alto
peso molecular, diminuindo a viscosidade e aumentando o rendimento
dos sucos ocasionando uma aparéncia cristalina no produto final e
reduzindo em até 50 % o tempo de filtragao.

A combinagdo de pectinases, celulases e hemicelulases,
chamadas coletivamente de enzimas de maceragdo, sd@o usadas na
extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vegetais. A hidrdlise
enzimatica das paredes celulares aumenta o rendimento de extragdo, a
polpa resultante tem baixa viscosidade e a quantidade de residuos da
polpa é reduzida. O uso de enzimas de maceragdo aumenta o rendimento
da extracdo e melhora o processamento, sem aumento de custos. Essas
enzimas 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. Apds
a extracdo, pectinases sio adicionadas para clarificacdo e diminui¢do de
viscosidade para facilitar a filtracdo e concentracao.

2.3.2.2 Recuperacdo de 6leos essenciais

Apoés a extragcdo do suco, as particulas de albedo e a emulsdo
6leo-dgua sdo separadas. Esta emulsdo é passada em um ciclone e, a
seguir, centrifugada para produzir uma emulsdo rica em 6leo, que é
concentrada. A aplicacdo de pectinases hidrolisa os complexos de
pectina-proteina, liberando o 6leo, aumentando o rendimento,
diminuindo o tempo de processo e melhorando a qualidade do produto
final.

2.3.2.3 Industrias de vinhos

As pectinases, em conjunto com D-glucanases e hemicelulases,
tém sido utilizadas na produ¢@o de vinho. As vantagens do uso das trés
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enzimas sdo: melhor maceracio da casca e aumento da extracdo de
pigmentos facilita a clarificagdo e a filtragdio do mosto e aumenta a
qualidade e a estabilidade do vinho. A adi¢do de pectinases durante o
esmagamento das uvas ou no mosto de vinho melhora a extracdo do
suco, reduz o tempo de clarificagdo e aumenta o conteido de terpenos
no vinho. Preparagcdes comerciais de pectinases com alta atividade de
pectina liase e baixa atividade de pectinametilesterase sdo preferidas por
minimizarem a liberacdo de metanol dos dcidos poligalacturdnicos
metilados durante a produgdo de vinho.

2.3.2.4 Extracdo de 6leos vegetais

A degradacdo da parede celular por enzimas pectinoliticas
permite seu uso para extragcdo de dleo vegetal em processo aquoso, pela
liquefagdo dos componentes estruturais das paredes celulares das
sementes que contém Oleo. Preparacdes comerciais enzimaticas
contendo pectinases, celulases e hemicelulases comecaram a ser
utilizadas para extra¢do de 6leo de oliva, sendo adicionadas durante a
prensagem das azeitonas para melhorar o processo de extracdo. O uso de
enzimas de macera¢do aumenta a quantidade de agentes antioxidantes e
de vitamina E em 6leo de oliva extra-virgem, reduz a induc¢io ao ranco,
aumenta a extracdo, melhora o fracionamento na centrifugacao e produz
6leo com baixo teor de umidade.

2.3.2.5 Industria téxtil

Enzimas pectinoliticas podem ser usadas nas industrias téxteis
para degradar a camada de pectina que recobre as fibras de celulose,
liberando-as para posterior processamento, no tratamento do residuo
liquido e na degomagem das fibras naturais. Pectinases alcalinas sdo
utilizadas para maceragdo das fibras vegetais, como linho, canhamo e
juta, na biopreparacdo de algoddo e no polimento enzimaético de tecidos
mistos de juta e algoddo. Em algoddo cru, a remogdo da pectina, cera e
agentes de goma com a utilizagdo de pectinases em conjunto com
amilases, lipases e hemicelulases em condi¢des adequadas, substituem o
uso da soda cdustica e gera produtos de alta qualidade, para posterior
tingimento e processo de tecelagem com menor consumo de energia.
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2.3.2.6 Industria de papel e celulose

Durante a fabricacio de papel, pectinases podem despolimerizar
substincias pécticas e, subsequentemente, diminuir a demanda catidnica
das solugdes pécticas e do filtrado resultantes do branqueamento com
perdxido, solucionar problemas de retencdo no branqueamento
mecanico da celulose e no tratamento dos efluentes dos moinhos de

papel.
2.3.2.7 Ragdo animal

Pectinases sdo utilizadas em conjunto com outras enzimas para
reduzir a viscosidade da rag¢do animal, a fim de aumentar a absorcio e a
liberacio de nutrientes através da hidrdlise das fibras ndo
biodegraddveis e dos nutrientes bloqueados pelas fibras.

2.3.2.8 Alimentos funcionais

Pectina e polissacarideos pécticos estdo emergindo como
ingredientes alimentares bioativos. Pectina de “grapefruit”’, usado
industrialmente como estabilizante e como suplemento de alimentos
infantis, melhora a nutricdo e o desenvolvimento fisico infantil. Esses
oligogalacturonideos e seus produtos de degradacdo por enzimas
pectinoliticas sdo classificados como “probidticos”, por serem ndo
digeriveis, ou seja, ndo sdo hidrolisados na parte superior do trato
gastrintestinal, e podem ser usados como promotores de satide em
nutricdo humana e animal por estimularem seletivamente o crescimento
e/ou a atividade de espécies de bactérias residentes no colo intestinal.

2.3.2.9 Melhoramento na extracdo de amido de mandioca

Polpa de mandioca, o residuo sélido produzido apds a extragdo
do amido, contém uma proporcdo significante de granulos de amido
(68%, base seca) e de fibras (27%, base seca). O alto contetdo de fibras
provavelmente diminui a extragdo do amido remanescente, mantendo os
granulos juntos e presos em uma rede fibrosa, que pode ser rompida por
métodos enzimdticos, baseados na aplicacio de uma mistura de
pectinases e celulases que destroem a integridade estrutural da matriz
responsavel pelo aprisionamento dos granulos, expondo e liberando o
amido.
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2.3.2.10 Fermentagdo de café e cha

Pectinases sdo importantes na fermentacdo de café e chd, pois
aceleram o processo de fermentacdo, melhorando a qualidade do
produto final. Enzimas pécticas sdo adicionadas para remover a camada
de mucilagem do grio, constituida de trés quartos de substancias
pécticas.

Celulases e hemicelulases, presentes em preparacdes comerciais,
sdo aspergidas nos grdos, acelerando o processo de fermentacdo. Como
o tratamento dos grios de café em larga escala com enzimas comerciais
e custosas e ndo econdmico, sao utilizadas enzimas pécticas microbianas
obtidas da fermenta¢do de residuos da mucilagem.

2.4 IMOBILIZACAO

De um modo geral, as enzimas estdo sujeitas a inativagdo por
fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, podendo ocorrer quando
estocadas ou durante o uso. Para que a catdlise seja eficiente em um
determinado processo, hd necessidade de proteger as enzimas da
interacdo com o solvente, meio no qual € realizada a reagdo, pois o
mesmo poderia provocar a inativagcdo, impossibilitando a catélise da
reacdo. Frente a este problema, a técnica da imobiliza¢do € utilizada
para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperagdo e
reutilizacdo (VILLENEUVE et al., 2000).

Segundo Brigida (2006), enzimas imobilizadas sdo aquelas que se
encontram ligadas covalentemente ou ndo em um suporte que possa
proteger a capacidade catalitica da enzima. O processo de imobiliza¢do
consiste em circundar o material com atividade biolégica em uma matriz
polimérica envolvida por uma membrana semipermedvel. Esta
membrana permite a difusdo de nutrientes, oxigénio e protege de perdas
internas da célula de ambos, stress mecanico e compostos téxicos (QI et
al., 2006).

O termo enzima imobilizada inclui: (i) a modificagcdo das enzimas
de forma a tornd-las insolivel em dgua; (ii) a utilizacdo de enzimas na
forma soldvel em reatores equipados com membranas de ultrafiltracio,
que permitem o escoamento dos produtos da reacdo, porém retendo a
enzima no interior do reator; e (iii) a restricdo da mobilidade da enzima
pela ligacdo a outra molécula que torna o sistema insolivel no meio
reacional (MIRANDA, 2004).
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O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas
durante o processo, em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a
enzima imobilizada deverd exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como
modificacdes no sitio ativo. A imobilizagdo pode inibir ou aumentar a
atividade e estabilidade da enzima, porém nio existe uma regra que
prediga a manutengdo destes pardmetros apds o processo de
imobilizacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

O aumento da atividade enzimdtica geralmente ocorre, pois a
enzima quando imobilizada fica protegida pelo suporte frente as trocas
de pH, temperatura, for¢a idnica, forcas de cisalhamento, interface ar -
liquido entre outras variagdes do meio solvente em que se encontra
(WISEMAN, 1991).

A tecnologia de imobiliza¢do une os conhecimentos da quimica,
bioquimica e biologia celular com aqueles da engenharia, buscando
sempre ampliar as aplicagdes das enzimas na conversdo de matérias-
primas, normalmente de baixo custo, em produtos de maior valor
agregado. Dessa forma, a imobilizacdo de enzimas € realizada ndo sé
com o propdsito de atender aplicagdes puramente cientificas, onde sio
utilizadas como modelos para estudar a relacdo entre a atividade
catalitica e a estrutura proteica, mas principalmente visando o uso
comercial em processos continuos (MIRANDA, 2004).

Segundo Assis et al., (2004), as enzimas imobilizadas apresentam
uma série de vantagens em relacdo as enzimas soldveis. Entre elas,
pode-se citar a capacidade de reutilizacdo da enzima, maior facilidade
de separagdo do produto final, diminuindo as etapas posteriores de
purificagdo do mesmo. A imobiliza¢do enzimdtica permite a operagdo
continua, facilita o controle da reacéo, reduz o volume desta e possibilita
uma alta concentragdo catalitica no reator. A reagdo pode ser
interrompida no momento desejado pela simples remocdo da enzima,
em processos de batelada, ou pelo ajuste do tempo de residéncia, em
reatores continuos. O processo de imobilizagdo ainda permite a
modificacdo favordvel das propriedades cataliticas de algumas enzimas,
as quais passam a apresentar maior estabilidade ao pH e a temperatura.

A escolha de um processo de imobilizagdo para uma dada enzima
depende de fatores essenciais do processo, tais como o0s substratos
utilizados, os tipos de reagdes e as configuragdes do reator, exigindo um
projeto adequado para atender as necessidades da reagdo. Um dos
principais fatores € a selecao de um suporte adequado para a fixagdo da



enzima. Assim, o método escolhido deve atender a duas necessidades, a
catalitica, expressa em produtividade, rendimento, estabilidade e
seletividade e a ndo-catalitica, relativa a controle e down-streaming
process (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Industrialmente, as pectinases apresentam ampla utilizacdo nas
inddstrias de alimentos e bebidas (RODRTGUEZ e SERRAT, 2008),
assim como podem ser utilizadas em &reas diversas, como a industria
alimenticia, farmacéutica, téxtil, detergentes e no tratamento de
efluentes (KASHYAP et al.,, 2001).

Para a maioria dos usos industriais, as poligalacturonases
imobilizadas produzidas por fungos provam ser tteis 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 nio
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 imobilizagc@o incrementa o tempo 6timo de reacio
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.

Shukla et al.,, (2010) estudaram a imobilizacdo covalente de
poligalacturonase de A. niger em nylon-6 ativado com glutaraldeido e
obtiveram eficiéncia de imobilizacdo 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 imobiliza¢do de Endo-
poligalacturonase comercial (Rapidase®) em alginato de cdlcio e
determinaram rendimento de imobilizacdo de aproximadamente 75%.
Pifferi e Spagna (1987) obtiveram 16,2 % de rendimento de
imobiliza¢do quando imobilizaram endo-poligalacturonase sobre -
alumina.

Serrat e Valverde (2005) imobilizaram covalentemente Endo-
poligalacturonase de Kluveromyces marxianus CECT 11769 em alginato
de sédio ativado com glutaraldeido obtendo 26,4% de rendimento da
imobiliza¢do e uma atividade enzimdtica imobilizada de 195 U/g. Rao et
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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 retengdo da sua atividade original.

Esawy et al.,, (2013) encapsularam pectinases parcialmente
purificadas de A. niger NRClami em esponja de polivinil dlcool (PVA)
e obtiveram atividade especifica de 270 U/mg e 66 % de rendimento de
imobilizac¢3o.

Lei e Bi (2007) obtiveram 73% de retencdo da atividade
enzimatica no imobilizado de pectinase em copolimeros de poliestireno-
b- 4cido acrilico (PS-b-PAA).

2.4.1 Métodos de imobilizacao de enzimas em diferentes suportes

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em
parimetros como atividade global do derivado imobilizado,
caracteristicas de regeneracdo e desativacdo, custo do procedimento de
imobiliza¢do, toxicidade dos reagentes de imobilizagdo e propriedades
finais desejadas para a enzima imobilizada. Os principais métodos de
imobilizagdo sdo: adsorc¢do, ligacdo covalente, quelacdo e encapsulacio
(KENNEDY, 1988). A Figura 6 mostra os diferentes métodos de
imobilizac¢do de enzimas.

Figura 6 - Métodos de imobilizacdo de enzimas em diferentes suportes.
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Fonte: DALLA-VECCHIA et al., 2004.
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2.4.1.1 Adsorg¢do

E o método mais simples e utilizado para imobilizacio de
enzimas. A enzima ¢é imobilizada sobre um suporte sélido por ligacdes
fracas, tais como interacdes de van der Waals, interagGes hidrofébicas,
pontes de hidrogénio e ligacdes i0nicas.

A escolha do suporte depende de suas propriedades que sdo
importantes para aplica¢des industriais como: resisténcia mecanica e
estabilidade fisica, cardter hidrofébico e custo. Suportes como pérolas
de vidro poroso, Celite e biopolimeros sdo muito utilizados nestes
processos (VINELLEUVE et al., 2000).

2.4.1.2 Ligacdo Covalente

Neste método, a enzima € covalentemente ligada a um material
insolivel, em 4dgua, pela reacdo entre grupos funcionais da proteina e
grupos reativos do material ativado. Esta técnica ndo € comum como o
método de adsorcdo fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o
fenomeno de dessorc@o. Neste caso, sdo envolvidos os residuos de
aminodcidos ndo essenciais a catdlise enzimdtica e grupos reativos da
superficie do suporte. Entre os grupos funcionais de residuos de
aminodcidos que podem participar da reacdo encontram-se: grupos
carboxilicos dos dcidos aspdrtico e glutamico; grupos amino da lisina e
da hidroxilisina; hidroxila da serina e outros (DALLA-VECHIA et al.,
2004; TAYLOR, 1991; KENNEDY et al., 1988).

2.4.1.3 Quelacdo

Esta técnica envolve o uso de compostos de metais de transi¢do
que compde como uns dos meios ativadores da superficie do suporte,
permitindo a unido direta da enzima, sem pré-derivacdo do suporte
ativado, formando assim os quelantes. Os suportes usados s@o: vidro,
quitina, celite, gelatina e celulose. Uma extensdo para este processo € a
derivatizagdo do suporte ativado com o 4dcido 5-aminosalicilico para
aumentar a forca de ligacdo da enzima ao sistema. Também € possivel
formar o hidréxido ou éxido hidrico na presenca de metais de transigao.
Enzimas imobilizadas ativas t€m sido preparadas utilizando-se a técnica
da ativacdo da superficie do suporte com metais de transi¢do, formando
ao final, um quelato entre a enzima e a superficie ativa do suporte.
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2.4.1.4 Encapsulacio

Este método estd fundamentado na diferenca de tamanho entre a
molécula do catalisador e do soluto, e aqui duas aproximagdes tém sido
adotadas: (a) a formacdo de uma estrutura porosa na presenca da
enzima, envolvendo-a numa estrutura tridimensional, ou (b) o
biocatalisador é retido em uma membrana porosa. Nestes casos a enzima
tem sua mobilidade mantida, pois ndo sdo envolvidas ligacdes fisicas ou
quimicas entre a enzima e o suporte. Consequentemente, somente
substratos de baixa massa molecular podem ser empregados com este
tipo de enzimas imobilizadas. Este método pode compreender a
encapsulacdo em gel, fibras e a micro encapsulagdo.

Polimeros naturais e sintéticos sdo utilizados como suporte na
imobiliza¢do de intimeros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas,
micro-organismos, aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com
atividade farmacoldgica. Alguns polimeros gelificam por geleificacio
i0nica, geleificacdo térmica ou por combinagdo desses dois mecanismos.
A preparacdo de uma solucdo polimérica aquosa com um fon de baixa
massa molar, onde polieletrdlitos de cargas opostas interagem formando
um complexo. Mediante essa técnica, o material de recheio € extrusado
como gota dentro de uma solu¢do, formando uma gota gelificada
(ROCHA e GROSSO, 2006).

As principais vantagens da encapsulag¢do de enzimas referem-se a
grande drea superficial para contato do substrato e da enzima, no interior
de um volume relativamente pequeno, e a possibilidade de imobiliza¢ao
simultidnea de diferentes enzimas em uma tunica etapa. Como principais
desvantagens, tém-se: (a) a restricdo de que os biocatalisadores somente
podem ser aplicados com substratos de baixo peso molecular; (b) a
possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de imobilizacdo;
(c) a alta concentracdio de enzima necessdria para garantir a
encapsulagdo; e, (d) os possiveis efeitos de inibicdo por produtos ou
substrato no interior da matriz porosa.

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos, para
cada aplica¢do de uma enzima imobilizada, é necessario se escolher o
procedimento mais simples e mais barato, que resulte numa enzima
imobilizada com boa retencdo de atividade e alta estabilidade
operacional.
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2.4.2 Suportes de imobilizacio

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

2.4.2.1 Alginato de sédio como suporte de imobiliza¢do

As esferas de alginato cdlcico representam um dos suportes mais
comumente utilizados para a imobilizagdo de enzimas e proteinas, assim
como também para o controle da liberacdo de farmacos (ALMEIDA e
ALMEIDA, 2004). Os alginatos s3o heteropolissacdridos lineares,
extraidos a partir de algas marrons pertencentes a classe Phaeophyceae.

As propriedades fisicas dos alginatos sfo determinadas pela
composicdo e a extensdo das sequéncias dos 4dcidos e pela massa
molecular; desta forma, alginatos com maior porcentagem de blocos G
formam géis mais rigidos e quebradigos, que podem sofrer sinerese. J4
os géis de alginato com maior porcentagens de blocos M sdo mais
elasticos e dificilmente sofrem sinerese (IWAKI, 2010).

Segundo Fundueanu et al. (1999), as propriedades de geleificacdo
do alginato, derivam da ligacdo cooperativa de cdtions bivalentes
localizados entre blocos homopoliméricos de residuos de guluronato
(blocos G), os quais se alinham para formar cavidades eletronegativas
que permitem que fons Ca fiquem localizados dentro delas,
assemelhando-se a ovos dentro de uma caixa de ovos. Por esta razdo, o
modelo proposto para explicar as propriedades geleificantes dos
alginatos ao reagir com os sais cdlcicos é chamado “modelo de caixa de
ovo” ou egg- box model. Na Figura 7, se ilustra a melhor a formacao do
chamando “modelo de caixa de ovo”.
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Figura 7 - Modelo “caixa de ovo” para a formacdo do gel de alginato com fons
célcio.

Fonte: FUNDUEANU et al., 1999.

2.4.2.2 Gelatina

A gelatina € uma proteina composta de material hidrocoléide, rica
em aminodcidos e pode absorver até 10 vezes o seu peso em &dgua
(DATTA et al., 2013). Obtém-se a partir da hidrélise controlada 4cida
ou alcalina do coldgeno do tecido conectivo, principalmente da pele e
dos ossos dos animais, uma vez que for eliminado todo o material
contaminante (BADUI, 1999).

O processo alcalino € amplamente utilizado para o pré-
tratamento do couro bovino e tratamento dcido para a pele suina. A
gelatina obtida pelo método dcido € denominada de Tipo A e pelo
método bdsico é do Tipo B (KEMPKA, 2012). Sua vida de prateleira
tem atraido a atengdo para imobilizagdo de enzimas. O uso de gelatina
como agente imobilizante € barato, biocompativel e sua estrutura facilita
multiplas combinagdes de interacdes moleculares (DATTA et al., 2013).

A resisténcia do gel da gelatina € determinada utilizando um teste
chamado de Bloom (G()MEZ—GUILLEN et al., 2011).0 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 depressdo no gel em condi¢Ges normais;
as gelatinas comerciais oscilam de 50 a 300 g (Bloom) (KEMPKA,
2012).

O aumento do indice de Bloom leva a uma notdvel melhoria das
propriedades mecanicas e a uma reducdo significativa da capacidade de
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absorcdo de dgua (LAIL 2009). O uso de gelatina como agente
imobilizante é barato, biocompativel e sua estrutura facilita mdltiplas
combinag¢des de interacdes moleculares.

Shen et al. (2011) desenvolveram uma matriz hibrida de alginato-
gelatina-fosfato de cdlcio para a imobilizacdo de [-galactosidase,
baseada na interacdo que de forma natural acontece entre as moléculas
de coldgeno e o fosfato de cdlcio, principal mineral dos ossos de
vertebrados, dentes de mamiferos e escamas de peixe.

Zhang et al. (2009) preparam cdpsulas hibridas de alginato-
quitosano- fosfato de cdlcio, para a imobilizacdo de transglucosidase
utilizada durante a conversao de maltose em isomalto-olissacarideos. J4
Zhang et al, (2008) encapsularam dlcool desidrogenase em
microcdpsulas hibridas biométicas de alginato-gelatina-carbonato de
cdlcio.

2.4.2.3 Poliuretano (PU)

O sucesso de biomatereiais a partir de polimeros é a relativa
facilidade/baixo custo em que eles podem ser sintetizados com ampla
faixa de propriedades como: alta resisténcia mecanica, baixo atrito,
dureza, elasticidade. A grande variedade de reagdes envolvidas na
ciéncia dos polimeros torna altamente desejdvel descobrir e desenvolver
nonas estratégias de sintese e gerar novos biomateriais poliméricos a
partir dessas estratégias, buscando assim novas formas de aplicacdes
destas estruturas (VILMAR, 2013).

A criagdo de poliuretano € atribuida ao quimico industrial alemao
Otto Bayer (1902-1982), o qual descobriu a reagdo de poliadi¢do de
isocianato e polidis. O produto foi inicialmente desenvolvido como um
substituto da borracha no inicio da Segunda Guerra Mundial
(www.americaindustry.com).

O poliuretano (PU) pode ser definido como um polimero
resultante da reacdo de um isocianato e um composto idroxilado em que
ambos pode ser di ou polifuncionais (DELPECH, 1999; YEGANEH,
2005; KLOSS, 2007; LINGAPPA, 2011).

Os isocianatos podem ser aromadticos, alifdticos, ciclo-alifaticos
ou policiclicos.

Podem ser representados pela férmula geral R (- N=C = O)n,
onde o radical aromdtico R € o principal e n € a funcionalidade, que
normalmente € igual a dois (diisocianato) ou superior (poliisocianto)
(KLOSS, 2007). J4 os polidis, com compostos de hidroxilas terminais na
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molécula, podendo ser entre si 2 (diois) e 3 (tridis). Podem ainda ser
poliéteres ou possuir estrutura hidrocarbonica (WOODS, 1995;
ZAWADZKI, 1996, VILMAR, 2013).

A natureza quimica, bem como a funcionalidade dos reagentes
deve ser selecionada de acordo com as propriedades finais desejadas.
Esta flexibilidade permite obter uma infinita variedade de compostos
com diferentes propriedades fisicas, quimicas e morfolégicas, de acordo
com necessidades especificas de uma determinada aplica¢do, fazendo
com que os poliuretanos coupem posi¢cdo importante no mercado
mundial de polimeros sintéticos de alto desempenho (WOOLEY e
PETERSEN, 1994; CANEVAROLO e SEBASTIAO, 2002;
AKCELRUD, 2007; CANAUD, 2007; KLOSS, 2007; SANTOS, 2001;
ALBIQUIM, 2013).

Os poliuretanos (PUs) s3o obtidos a partir de uma reagdo
quimica quase instantinea de poliadicdo de um poliisocianto (di ou
polifuncional) com um poliol, podendo ainda ocorrer a adi¢do de outros
reagentes (com dois ou mais grupos de hidrogénio reativos) como
agente de cura ou extensores de cadeia, contendo dois ou mais grupos
reativos, catalisadores, agentes de expansdo; surfactantes; cargas,
agentes antienvelhecimento, corantes e pigmentos, retardantes de
chama, desmoldantes, etc. (MANO, 1999; CALLISTER, 2000;
CANAUD, 2007; VIEIRA, 2009, VILMAR, 2013).

A formacdo da espuma de PU ocorre em duas fases, a primeira
fase € de dispersdo dos reagentes onde o primeiro passo no processo de
formacdo de espuma consiste em compatibilizar védrios ingredientes,
alguns dos quais imisciveis. Em seguida ocorre a segunda fase, a de
nucleacdo, onde as bolhas de ar sdo introduzidas durante a etapa de
mistura dos reagentes (CANAUD, 2007; VILMAR, 2013).

Na auséncia de qualquer surfactante, o volume de ar introduzido
€ muito pequeno. As bolhas sdo poucas e grandes e ocorre coalescéncia
sem a influéncia estabilizante do surfactante. A tensido superficial do
surfactante aumenta o volume de nidcleos de ar misturado aos reagentes
e diminui a tendéncia do gis difundir das bolhas menores para as
maiores. Isto resulta em espuma com células maiores € mais uniformes
(ZAREV(JCKA, 1996). Apds, com o crescimento das bolhas, vérios
mecanismos conduzem ao crescimento da célula (VILMAR, 2013), tais
como:

e difusdo do gds recém-formado para as bolhas existentes;
e reacdo entre dgua e isocianato produz gés carbdnico;
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e simultaneamente, o calor de reacdo vaporiza o agente de
expansdo auxiliar. A solucdo se torna supersaturada com gas, o
gas dissolvido comecga a sair da solugéo;

e expansdo do gds nas bolhas menores para as bolhas maiores.

A estabilizacdo ocorre com a coalescéncia das células, que
ocorre quando a camada liquida que separa as bolhas, ocorrendo
rompimento, devido a instabilidade. Depois de formadas as células na
espuma em crescimento devem ser estabilizadas até que as estruturas
atinjam resisténcia através da polimerizacao.

O Poliuretano (PU), é um polimero que compreende uma cadeia
de unidades organicas unidas por duas liga¢Ges idnicas. Sdo amplamente
usadas em espumas rigidas, flexiveis, elastomeros duraveis, adesivos de
alto desempenho, selantes, fibras, vedacOes, gavetas, preservativos,
carpetes, pecas de plastico rigido e tintas (CATAL, 2010; VILMAR,
2013).

O uso de catalisador enzimético em fluido supercritico empregam
meios organicos, na tentativa de avaliar seus efeitos na polimerizacdo,
buscando o desenvolvimento de um novo processo tecnoldgico com
viabilidade técnica e econdmica (SANTOS, 2011).

A capacidade de remog¢do de sulfatos de dguas residuais por meio
de bactérias sulfato-redutoras imobilizadas em espuma de poliretano,
carvao vegetal, polietileno de baixa densidade e ceramicas baseadas em
aluminio, foram avaliados. Os resultados indicaram o favorecimento das
condi¢des anaerdbicas necessdrias ao desenvolvimento desses micro-
organismos, bem como o aumento da resisténcia desses residuos
contendo altas concentracdes de sulfato (SILVA et al., 2006).

A caracterizagdo das células de micro-organismos em particulas
de espuma de poliuretano estd diretamente relacionada a de retencéo da
biomassa dentro da matriz: sendo aderida ao suporte, micro granulos e
mecanicamente retidos nos poros da espuma, bem como células
dispersas aderidas a particulas, permitindo a otimizacdo dos fluxos de
substratos e produtos entre as espécies imobilizadas na matriz
(AZEVEDO, 2005).

2.5 TRATAMENTO DE ENZIMAS EM FLUIDO PRESSURIZADO
A aplicacio de enzimas em fluidos pressurizados, apesar de

apresentar boas perspectivas, ainda ndo tem sido extensivamente
estudada. Reagdes que representam especial interesse sdo as reagdes
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enzimaticas em condi¢des supercriticas, abrindo a possibilidade da
utilizacdo dos fluidos supercriticos em uma nova 4rea, a biotecnologia
(OLIVEIRA, 1999).

Os fluidos supercriticos comegaram entdo a ser examinados como
meio potencial para a catdlise enzimdtica. O uso de solventes nao
aquosos para reagdes enzimaticas sdo atrativos por varias razdes. Uma
enzima em um solvente ndo aquoso pode possuir interacdes
solvente/enzima similares aquelas de seu meio nativo e, entdo, mostrar
atividade maior quando comparada a 4gua pura. Os substratos podem,
também, ser mais soliveis em um solvente ndo aquoso, fazendo com
que as taxas de reacdo sejam maiores neste tipo de solvente
(OLIVEIRA, 1999).

A aplicacdo de solventes em condi¢des supercriticas é baseada na
observacdo experimental da caracteristica que muitos gases apresentam,
de melhorar significativamente o seu poder de solubilizacdo quando
submetidos a altas pressdes (MC HUGH e KRUKONIS, 1994). Nestas
condi¢des, passa-se diretamente do estado gasoso ao estado supercritico
(HOYER, 1985). A concep¢do de estado supercritico faz referéncia a
um estado da matéria em que o composto se comporta como fluido, pois
apresenta propriedades intermedidrias entre a de um gas e de um liquido
e também se refere ao fato de uma substincia se encontrar em uma
condi¢do de temperatura e pressdo acima dos valores criticos. No ponto
critico, as fases gasosa e liquida tornam-se idénticas, isto é, s6 uma fase
existe (ALMEIDA FILHO, 2003).

A combinacdo das propriedades das fases liquida e vapor,
caracteristica do estado supercritico ocorre de uma forma extremamente
vantajosa para utilizacdo dos fluidos supercriticos (FSC) como
solventes. O FSC possui densidade préxima a do liquido, o que fortalece
as suas propriedades de solvente. Por outro lado, a viscosidade, a
difusividade e a tensdo superficial apresentam valores préximos aos do
estado gasoso, o que torna as propriedades singulares fazerem dos FSC
meios bastante interessantes para reacdes quimicas e enziméticas
(OLIVEIRA, 1999). A Tabela 1 apresenta as propriedades criticas de
vérios solventes que sdo comumente utilizados em reagdes enziméticas.

A catdlise enzimdtica em fluidos pressurizados apresenta
interesse particular para as inddstrias farmacéuticas e de alimentos,
principalmente devido a facilidade de recuperacdo dos produtos, livres
de solventes, ao final do processo.



Tabela 1 — Propriedades criticas de vdrios solventes.

Solvente Peso Temperatura Pressao Densidade
Molecular critica critica (kg/L)
g/mol (K) (MPa)

CO, 44,01 304,1 7,38 469
Agua 18,02 647,3 22,12 348
Metano 16,04 10,4 4,6 162
Etano 30,07 305,3 4,87 203
Propano 44,09 369,8 4,25 217
Metanol 32,04 512,6 8,09 272
Etanol 46,07 513,9 6,14 276
Acetona 58,08 508,1 4,7 278

Fonte: Wen et al., 2009.

E importante salientar que em geral o solvente pode afetar
fortemente a atividade da enzima através de sua interagio com o
suporte, no caso de enzimas imobilizadas, ou mesmo com radicais da
prépria enzima. Neste contexto, as enzimas podem apresentar diferentes
comportamentos dependendo do solvente utilizado, mesmo quando
submetidas as mesmas condi¢des experimentais (FEIHRMANN, 2005).

As interacdes proteina-meio pressurizado que podem afetar a
atividade enzimadtica incluem a particio do substrato, produto e dgua
entre a enzima e o solvente, e interagdes diretas entre o fluido e a
enzima, as quais podem inibir ou inativar a enzima por quebra das
ligacdes hidrogénio, idnica e hidrofébica. A particdo do substrato entre
o sitio ativo e o solvente depende da hidrofobicidade do solvente e da
enzima. Os solventes menos nocivos as enzimas sdo aqueles mais
hidrofébicos, pois interagem menos com a dgua necessdria para o
funcionamento da enzima. Solventes hidrofilicos, ou seja, solventes que
contém maior quantidade de grupos polares ou centros capazes de
formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a dgua essencial das
proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica
(KNEZ e HABULIN, 2001).

Enzimas sdo inativas na completa auséncia de 4dgua, mas a
quantidade de dgua necessdria para uma enzima ser cataliticamente ativa
¢ surpreendentemente baixa (ZAKS e KLIBANOV, 1985). Em sistemas
ndo aquosos, o teor de dgua necessdrio para manter uma enzima na
forma cataliticamente ativa € geralmente equivalente a uma
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monocamada por molécula de enzima. Estas moléculas essenciais de
dgua sdo ligadas por interacdes nio-covalentes que mantém a estrutura
nativa da proteina. Se as moléculas de dgua em volta da enzima sio
perturbadas, a enzima geralmente perde sua atividade.

O meio ndo aquoso pode retirar a d4gua associada a molécula da
enzima e esta tendéncia depende do tipo de solvente (ZAKS e
KLIBANOV, 1985). Solventes mais hidrofilicos apresentam uma
tendéncia maior em retirar a dgua essencial para a molécula da enzima.

A atividade enzimdtica € sensivel ao pH, e em solucdes aquosas a
dependéncia da atividade com o pH reflete a ionizacdo de varios
residuos de aminodcidos que tém um papel importante na catdlise.
Contudo, em meio nio aquoso, a falta de uma fase aquosa definida torna
dificil a defini¢do do pH, e medidas diretas de pH ndo sdo factiveis
(DORDICK, 1989). Em meio ndo aquoso, enzimas mudam sua
atividade se o pH do meio micro aquoso em volta dela for alterado.

Para a ativagc@o da enzima € necessdria a presenga de pelo menos
uma pequena monocamada de dgua. Em reagdes enzimaticas sob
condi¢bes supercriticas a dgua divide-se entre a enzima e a mistura
reacional. Em um sistema essencialmente ndo aquoso a dgua divide-se
preferencialmente entre o solvente com o aumento da hidrofobicidade
(FEIHRMANN, 2005).

O uso de fluidos pressurizados como solventes para reagdes
quimicas pode ser uma rota promissora no sentido de eliminar tracos de
solvente dos produtos reacionais. Adicionalmente, processos industriais
em condicdes proximas ao ponto critico podem ser vantajosos em
termos de: consumo de energia, facilidade de recuperacido do produto e
minimiza¢cdo da formacdo de produtos secunddrios (KNEZ e
HABULIN, 1998).

2.6 ESTABILIDADE ENZIMATICA

A estabilidade e a atividade enzimdtica podem depender da
espécie de enzima, das caracteristicas do solvente, do conteiido de dgua
da enzima/suporte/meio reacional e das varidveis de processo
envolvidas, significando que diferentes efeitos podem ser obtidos
dependendo das caracteristicas do sistema sob investigacdo (FRANKEN
et al., 2010; FADIGLU ¢ ERKMEN et al., 2002).
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Como o tratamento térmico é difundido na industria alimenticias
e/ou quimicas, o conhecimenro da estabilidade térmica das enzimas €
essencial, a fim de otimizar as condicbes de processamento
(GUIAVARCH et al, 2003; GUMMANDI e PANDA, 2003;
REXOVA-BENKOVA e MARKOVIC, 1976; VAN DEN BROECK et
al., 1999), bem como em condi¢des diferentes pHs do meio reacional.

2.7 APLICACAO DE PECTINASES NA CLARIFICACAO DE
SUCOS DE FRUTAS

Nas dltimas décadas, a utilizacdo de enzimas na inddstria vem
aumentando rapidamente porém, ainda existe um grande campo para sua
expansdo. A aplicagcdo de enzimas na polpa, no processamento de bagas,
uvas, macgas e peras, ¢ uma pratica muito comum hoje em muitos paises.
A despectiniza¢do de sucos apds a prensagem € necessdria quando se
quer obter um suco cristalino e prevenir a gelatinizacdo durante a
concentracdo ou conservagdo de sucos concentrados. A adi¢do de outros
complexos de enzimas, tais como as celulases, pode também resultar na
melhoria dos rendimentos de suco e na melhor extragdo da cor (NOVO
NORDISK, 1992). No Brasil, a utilizacdo de enzimas no processamento
de sucos de frutas j4 € comum em escala industrial, principalmente no
caso de obtencdo de sucos de macga, uva e na producdo de vinhos e
sidras (NOVO NORDISK, 1992).

Todos os tipos de frutas e bagas de significado industrial e
nutricional contém quantidades varidveis de um polissacarideo natural, a
pectina, que atua como um tipo de cola que une as paredes celulares dos
vegetais. Na fruta verde, a pectina se encontra em sua forma insolivel,
as vezes chamada de protopectina, que € responsdvel pela firmeza da
fruta verde. Quando a fruta amadurece, ocorre uma hidrélise parcial em
uma forma mais solivel, o que amolece a estrutura da fruta. Devido a
solubilidade parcial nesta fase, parte da pectina passa para o suco
durante a prensagem, resultando em um aumento da viscosidade e
dificuldade na obtencdo de otimizac¢do nos rendimentos da producio dos
sucos, podendo provocar entupimento de filtros e reducio da velocidade
de filtracdo. O suco extraido é pobre com respeito a cor e aos
componentes aromaticos. Além disso, a pectina torna a concentracdo de
sucos extremamente dificil, dificultando a retirada de dgua do suco
(NOVO NORDISK, 1992; BRASIL et al., 1996).
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A aplicacdo de enzimas pectinoliticas visa basicamente, reduzir a
viscosidade do suco, que inicialmente aumenta por acio da protopectina
solubilizada, devolvendo assim a viscosidade inicial. As pectinases
visam ainda destruir a estrutura gelatinosa na capa intermedidria dos
frutos, por quebra da pectina ndo dissolvida. Assim, o suco € liberado
mais facilmente da fruta macerada, e consequentemente o rendimento da
extracdo aumenta reduzindo o tempo de processo. As pectinases
permitem ainda liberar da estrutura das células, por maceracdo, as
substincias que influenciam na qualidade (cor, aroma, etc.) sem alterar a
consisténcia da fruta para a extracio (NOVO NORDISK, 1992;
BRASIL et al., 1996).

Comercialmente ji se tem utilizado pectinases na obtencdo de
sucos clarificados, coma funcdo de hidrolisar a cadeia da pectina até a
eliminacdo total desta, para se obter um produto limpido e também
reduzir a viscosidade (do CANTO, 1995). A acdo das pectinases na
clarificacdo do suco ndo se restringe apenas a reducdo da viscosidade. A
pectinametilesterase (PME) leva a desmetoxilacdo parcial da pectina
liberando alguns grupos de 4cido galaturénico carregados
negativamente. Estes grupos podem se combinar com cdtions com forte
capacidade de formar complexos, principalmente cdlcio, e
consequentemente formando flocos com fécil tendéncia a sedimentacio
e podendo ainda facilitar a etapa de filtracdo. Os dcidos liberados podem
ainda se combinar com cdtions com fraca capacidade complexante,
levando a formacdo de flocos hidratados e relativamente estdveis, que
podem formar uma névoa de pectina com proteinas, que posteriormente
poderdo precipitar com o tratamento térmico. A poligalacturonase
rompe cadeias longas de pectina e reduz a viscosidade. A quebra destas
cadeias muda a carga dos complexos proteina-pectina, levando a
agregacdo destes em grandes particulas que sedimentam facilmente,
melhorando a filtracdo. (VARNAM e SUTHERLAND, 1994).

Virios trabalhos tem estudado a aplicacdo de enzimas na extracdo
de suco e na reducdo da viscosidade de diversos frutos. No caso de suco
clarificado de limdo, pode-se empregar um complexo contendo
pectinases e celulases para atuar tanto na hidrdlise da pectina, quanto na
membrana externa das células contendo o suco da fruta. Na extracdo de
suco de maga, o uso de complexos enzimdticos, contendo celulases e
pectinases ¢ fundamental para hidrolisar a pectina que ocorre em grande
quantidade nessa fruta, mesmo nas magas mais maduras (do CANTO,
1995).
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2.7.1 Producao e processamento de polpa e suco de frutas

A evolucdo da industrializacdo de frutas no Brasil e no mundo
aponta para o caminho da agregacdo de valor. Os alimentos sdo
processados por vdrias razdes: para preservar e estender o prazo de
validade, aumentar a digestibilidade, a biodisponibilidade de alguns
nutrientes, melhorar a palatabilidade e a textura, preparar alimentos
prontos para o consumo, eliminar micro organismos, inativar toxinas,
remover partes ndo comestiveis, inibir fatores antinutricionais e criar
novos tipos de alimentos (SHILS, 2002).

A fim de atender a nichos de mercados diferenciados, o segmento
das frutas processadas entrou na era da diversificacdo, sendo
incorporadas na rotina das pessoas em forma de sucos, polpas,
conservas, e em outros produtos. (PEREIRA, 2005).

O processamento de frutas para obtencdo de polpas, sucos, doces,
geleias, frutas desidratadas ou secas é um atividade agroindustrial
importante, uma vez que agrega-se valor econdmico a fruta, evitando
desperdicios e minimizando perdas que podem ocorrer durante a
comercializacdo do produto in natura. A ampliacio deste mercado
depende atualmente do aumento do consumo e da qualidade do produto
final. Neste caso, a qualidade engloba os aspectos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos, = microbiolégicos,  nutricionais e  sensoriais.
Paralelamente cresce a demanda por produtos transformados, de facil
consumo, como frutos pré-processados que mantenham as
caracteristicas do produto in natura. Os sucos de frutas podem ser
comercializados em suas diversas formas, como sucos integrais,
reconstituidos, clarificados ou ndo, néctares, sucos compostos ou
misturas concentradas e congeladas (EMBRAPA/SEBRAE, 1997).

2.7.2 Obtencao da polpa de frutas

Polpa pode ser definida como um produto obtido pelo
esmagamento da parte carnosa comestivel da fruta por processos
tecnoldgicos adequados. As frutas destinadas a fabricacdo devem ser
sds, maduras, ndo apresentar nenhum tipo de sujidades na casca ou
terem sofrido ataques de insetos ou parasitas. As polpas ndo devem
conter residuos de cascas ou sementes e devem apresentar cor, aroma e
sabor caracteristicos (EMBRAPA/SEBRAE, 1997; MATTA et al,
2005).
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Em um processo industrial as frutas sdo descarregadas, pesadas e
enviadas diretamente para a linha de producdo. As frutas sido lavadas em
dgua clorada (em torno de 8 a 12 ppm de cloro livre) com intuito de
serem retiradas a terra e demais sujeiras aderidas ao produto reduzindo
os problemas relacionados com a possivel contamina¢do microbiana. A
lavagem pode ser feita por imersdo, para que ocorra a retirada de sélidos
por decantagdo. Seguida de aspersdo de dgua clorada e escovamento cm
cerdas de nylon e enxague final (EMBRAPA/SEBRAE, 1997;
DOWNES, 1995).

A seguir, as frutas passam por um processo de selecido, onde
todas as que sdo improprias e as partes defeituosas sdo descartadas. Os
frutos devem estar maduros, de modo que seja obtido o mdximo de
rendimento em termos de teor de sélidos soltiveis e de aroma. Esta etapa
¢ muito importante, pois a presenca de frutas estragadas ou mesmo
deterioradas pode comprometer a qualidade do produto final,. Por outro
lado, frutas ndo totalmente maduras podem conferir caracteristicas de
sabor desagraddaveis ao suco final (EMBRAPA/SEBRAE, 1997;
DOWNES, 1995).

Dependendo do tipo de fruta, esta poderd ser despolpada sem a
eliminacdo do carogo, usando equipamento adequado. E o caso da
manga e do péssego, que podem ser despolpados diretamente, usando
despolpador inclinado com bragos da escova. O caroco € eliminado
limpo, sem restos de polpa e sem sofrer nenhum dano pelo equipamento
(ITAL, 1991).

Para a obten¢do da polpa é necessdrio que seja realizado o
despolpamento. No despolpamento ha a separacdo das cascas, fibras,
sementes e outras partes ndo comestiveis. Esta etapa pode ser realizada
em despolpadeira vertical ou horizontal, onde ocorre a passagem da
fruta por uma malha de aco inoxiddvel com diferentes tamanhos de
furos para o seu refinamento. A polpa € recolhida na parte anterior do
equipamento em recipientes limpos de aco inoxiddvel e, transportada ou
bombeada para a etapa seguinte (ITAL, 1991).

Ap6s a extragdo da polpa, esta poderd ser envasada a quente, ou
com a utilizagdo de conservantes, ou ainda congelada. A operagdo de
congelamento deve ser realizada no menor espaco de tempo possivel
afim de manter as caracteristicas originais das frutas. Quanto mais
rdpido esta etapa for realizada, melhor serd a qualidade do produto final.
No caso da polpa de pé€ssego, quando o objetivo é congelar, resfria-se a
polpa em trocadores de calor de superficie raspada, com agua até 30°C e
com amonia até 0°C, antes do envasamento para em seguida proceder o



70

congelamento em cAmaras frigorificas a temperatura de -25°C. E
importante ressaltar que a polpa deve ser mantida congelada até o
momento do seu consumo. A temperatura recomendada para seu
armazenamento, em camaras frigorificas varia de -18°C a -25°C.
Congeladores domésticos também podem ser utilizados. Como estes
equipamentos domésticos atingem uma faixa de temperatura entre -8°C
e -10°C, os produtos terdo tempo de vida de prateleira menor
(EMBRAPA/SEBRAE, 19997; JACKIX, 1988).

2.7.3 Suco de frutas

O suco de frutas é um liquido limpido ou turvo extraido das
frutas, através de processo mecanico, ndo fermentado, de cor, sabor e
aroma caracteristicos da fruta do qual ele foi extraido (ASHURST,
1998). A obtencdo do suco ocorre a partir de frutas frescas, maduras e
lavadas através de um processo industrial tecnologicamente adequado.
Nao podem apresentar-se diluidos nem conter odor ou sabor estranhos,
e/ou algum indicio de fermentacdo. Podem ser estabilizados através de
algum tratamento fisico ou quimico autorizado ou conter algum tipo de
aditivo, que garanta a conservagdo e caracteristicas atrativas ao
consumidor. Os sucos podem ser concentrados mediante a retirada de
50% de sua dgua de constitui¢do, através de processos tecnolégicos
adequados. Este suco concentrado, antes de ser consumido, deve ser
diluido em &4gua até apresentar as mesmas caracteristicas do suco
originalmente utilizado (EMBRAPA/SEBRAE, 1997).

A maior parte dos sucos de frutas contém entre 75 a 90% de
dgua, de 9 a 25% de agucares, de 0,1 a 5% de acidos organicos, de 0,1 a
0,2% de fibra dietética e de 0,2 a 0,6% de proteina. Outros componentes
estdo presentes em tracos tais como minerais, vitaminas, constituintes de
aroma, pigmentos, lipidios, nucleotideos, amido, pectina e micro
organismos (SOUTHGATE et al., 1995).

Para obten¢do do suco, inicialmente se faz a extragcdo da polpa.
Apds a obtencdo da polpa, o processamento de suco de frutas
basicamente € realizado através de etapas de inativacdo enzimdtica,
prensagem, refino ou clarificagdo, dasaeracdo, pasteurizagdo,
formulacdo, envase e armazenamento (VARNAM E SUTHERLAND,
1994).

A inativacdo pelo calor consiste em submeter o produto,
imediatamente apds o despolpamento, a um tratamento térmico que
depende de cada fruta, com o objetivo de inibir ou minimizar as
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transformagdes enzimdticas e reduzir a carga microbiana, ambas
indesejdveis e que podem deteriorar o produto. A inativagdo térmica,
dentre outras vantagens, confere ao suco a estabilidade da cor e da
consisténcia, parametros importantes para a qualidade do produto
(EMBRAPA/SEBRAE, 1997).

Dependendo do tipo de produto final que se deseja, o suco requer
uma etapa de clarificacdo. A clarificacdo convencional envolve a
utilizacdo de coadjuvantes como albumina, gelatina, caseina, quitosana
ou bentonita, que tem por objetivo melhorar o processo de clarificagio
e filtracdo. A utilizacdo de preparados enzimaticos especificos eu atuam
sobre as fibras e pectinas tem sido cada vez mais difundida, pois o
tratamento enzimdtico hidrolisa a pectina e celulose, reduzindo a
viscosidade e turbidez do suco. Além disso, a hidrélise das pectinas
libera oligdmeros soldveis e 4cidos galacturonicos carregados
negativamente, que podem combinar-se bem com cétions, formando
complexos e consequentemente flocos, facilitando a sedimentacdo e
filtracdo (VARNAM e SUTHERLAND, 1994).

O oxigénio incorporado ao suco nas etapas anteriores causa
oxidag¢des, destruindo algumas vitaminas e prejudicando a cor e o sabor
do suco. O desaerador normalmente é colocado em linha com o
pasteurizador, para que o suco sé atinja a temperatura de pasteurizagdo
apos a eliminagdo do oxigénio.

Apbs as etapas de obtengdo do suco, este € enviado ao tanque de
formulagdo onde sdo adicionados os conservantes, antioxidantes e
estabilizantes. Apds a formulacdo final, o produto é envasado sob
condi¢bes higi€nicas em embalagens apropriadas. O suco envasado
pasteurizado deverd ser armazenado sob refrigeragdo. A adi¢dao de
conservantes e acidulantes pode, em alguns casos, permitir que o suco
seja armazenado em temperatura ambiente (EMBRAPA/SEBRAE,
1997).

2.8 CONCLUSOES

Na revisdo da literatura apresentada no decorrer deste capitulo,
apresentou-se uma explanacdo sobre as principais aplicacdes de
pectinases.

Para aumentar a viabilidade técnica e econdmica do uso destas
enzimas em diferentes processos é necessdria a busca de alternativas
para aumentar a estabilidade e a atividade enzimdtica. O uso de fluidos
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pressurizados em substituicdo a solventes organicos tem sido objeto de
intensas pesquisas na drea de enzimas, pois em alguns casos, o uso de
solventes pressurizados leva a um aumento na atividade enzimaética.
Neste contexto, como contribui¢do para estas pesquisas o presente
trabalho investigou a influéncia de fluido pressurizado (gds liquefeito de
petrdleo — GLP) sobre a atividade enzimadtica de pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) dos complexos pectinoliticos comerciais
(Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash), apds tratamento das enzimas
imobilizadas em suporte de gelatina-alginato de s6dio e imobilizadas em
suporte de poliuretano (PU), a estabilidade enzimadtica de pectina liase
(PMGL) e pectinametilesterase (PME) do complexo pectinolitico
comercial (Pectinex® Ultra SP-L. e Pectinex® Mash) em diferentes
temperaturas, sua aplicacdo na clarificacdo de suco de frutas bem como
a possibilidade de reutilizacio, contribuindo para ampliar o campo de
aplicacdo dos complexos enzimdticos pectinoliticos, pois hd relatos que
o tratamento com fluidos pressurizados aumenta a atividade enzimética
e a estabilidade das enzimas tratadas.



73

REFERENCIAS

ANFINSEN, C. B. Principles that govern the folding of protein
chains. Science. v.181, p. 223-230. (Nobel Lecture), 1973.

AGUILAR, G. e HUITRON, C. Stimulation of the production of
extracellular pectinolytic activities of Aspergillus sp. by

galacturonic acid and glucose addition. Enzyme and Microbial
Technology. 9:690-696, 1987.

AKCELRUD, L., Fundamentos da Ciéncia de Polimeros. Ed. Manole,
Barueri, Sao Paulo, 2007.

ALBIQUIM. Associacdo Brasileria de Quimica, 2013. Disponivel em
http;//ebiquim.org.br/poliuretanos/quimicamente.htm. Acesso em 16 de
agosto de 2014.

ALKORTA I, GARBISU C, LLAMA J.M., SERRA, J.L. Industrial
applications of pectic enzymes: a review. Process Biochemistry. 1998:
v.33:21-28, 1998.

ALMEIDA, P.; ALMEIDA, A .Cross-linked alginate—gelatine beads:
a new matrix for controlled release of pindolol, Journal of Controlled
Release, v. 97, p. 431- 439, 2004.

ALMEIDA FILHO, C. Estudo experimental e teérico de coeficientes
de difusao binarios envolvendo componentes de 6leos essenciais em
diéxido de carbono supercritico. Tese de doutorado, Universidade
Federal de Santa Catarina, Florian6polis, 2003.

ASHURST, P. R. The chemistry and technology of soft drinks and
fruit juices. Shefield Acadeim Press & CRC Press, USA, 258p. 1998.

ASSIS, S.A.; LIMA, D.C.; OLIVEIRA, O.MM.F. Activity of
pectinamethylesterase, pectina content and vitamin C in acerola
fruit at various stages of fruit development. Food Chemistry 74, 133—
137, 2001.

ASSIS, S. A.; FERREIRA B. S.; FERNANDES, P.; GUAGLIANONI,
D.G., CABRAL J.M.S., OLIVEIRA, O.M.M.F. Gelatin-immobilized
pectinametilesterase for production of low methoxyl pectina. Food
Chemistry 86 (3), 333-337, 2004.

ASSIS, S.; FERNANDES, P., FERREIRA, B., CABRAL, J., FARIA
OLIVEIRA, O. Screening of supports for the immobilization of



74

pectinmetylesterase from acerola (Malpighita glabra L.). Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v. 79. P. 277-280, 2004.

AZEVEDO, J. G. W., Estudo das condicoes de imobilizacdo de
Streptomyces olindensis ICD20 em alginato de calcio, visando a
producio de retamicina, p 109, Sao Paulo, SP, 2005.

BADUI, S. Quimica de los alimentos. Cuarta edicién. México:
Editorial Pearson educacién, 1999.

BAKER, R.A.; CAMERON, R.G. Clouds of citrus juices and drinks.
Food technology. 53, (1), 64-69, 1999.

BHAT, M.K.; Celulases and related enzymes in biotechnology.
Biotechnology Advances, v.18: 355-383, 2000.

BRASIL, I. M.; MAIA, G. A.; FIGUEIREDO, R. W. Estudo do
Rendimento de Suco de Goiaba Extraido por Tratamento

Enzimatico. In: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. V. 16 n. 1, p. 57-
61. 1996.

BRAVO, C. E. C.; CARVALHO, E. P.; SCHWAN, R. F.; GOMEZ, R.
J. H. C.; PILON, L.; Determinacido de condicOes ideais para a
producao de poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus.
Ciéncia Agrotecnologia. v.24: 137-152, 2000.

BRIGIDA, A.LS., Estudo da imobilizacio de lipase tipo B de
Candida antdrtica utilizando fibra da casca de coco verde como
suporte. Dissertacdo de Mestrado. Departamento de Engenharia
Quimica Federal do Cear4, Fortaleza, 2000.

BOAS, E.V.B.; CHITARRA A .B.; MALUF, W.R.; CHITARRA, M.LF.
Modificacoes texturais de tomates Heterozigotos no Loco Alcobaga.
Pesquisa Agropecudria Brasileira, 35 (7), 1447, 2000.

BUHLER, M.; LIMPER, J.; MULLER, A. et al. Las enzimas en la
nutriciéon animal. 1.ed. Bonn: AWT, p.47, 1998.

CALLISTER, F. W. D., Ciéncia e Engenharia dos Materiais — Uma
introdu¢do LTC — Livros Técnicos e Cientificos S A, Rio de Janeiro,
2000.

CANAUD, C., Tecnologia do Poliuretano, Dossié técnico. Rede de
tecnologia do Rio de Janeiro. REDETEC, servico Brasileiro de
Respostas Técnicas - SBRT, disponivel em
http://www.respostatecnica.org.br. acessado em 26 de julho de 2014.



75

Sede tecnoldgica do Rio de Janeiro, junho de 2007.

CANEVAROLO, Jr.; SEBASTIAO, V., Ciéncia de Polimeros — Um
texto basico para Tecnologos e Engenheiros. Artliber Editora. Sao
Paulo, 2002.

CARVALHO, H.A.; CHITARRA, M.LF.; CHITARRA AB,;
CARVALHO, H.S. Efeito da Atmosfera Modificada sobre
Componentes da Parede Celular da Goiaba. Ciéncia e
Agrotecnologia, 25 (3), 605-615, 2001.

CARVALHO, S. Pectinases produzidas pelo Agente “G088:
Extracdo e purificacdo. Dissertacio (Mestre em Ciéncia dos
Alimentos) Pés-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos. Lavras Minas
Gerais - Brasil, 2007.

CATAL, B., Poliyuretane Technology. Enzyme 11, 567-577. John
Wiley & Sons, New York, 2010.

CHAMPE, P.C.; HARVEY, R.A. Enzimas in: Bioquimica ilustrada.
2.ed. Sédo Paulo: Artes Médicas, p.53-66, 1989.

CORREIA, A. A. DA Silva; Maceracao enzimatica da Polpa de Noni
(Morinda citrifolia L.). Dissertacdo submetida a coordenagdo do
Programa de Pés-Graduacdo em Cié€ncia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceard, como requisito parcial para obtencéo do
grau de Mestre em Tecnologia de Alimentos. Fortaleza, 2010.

COSGROVE, D.J. Assembly and enlargement of the primary cell
wall in plants, Annu Ver Cell Dev. Biol. 13, 171-201, 1997.

COURI. S. Efeito de cations na morfologia do agregado e na
producao de poligalacturonase por Aspergillus Niger mutante. Tese
(Doutorado em Ciéncias). Pds-graduacdo em Tecnologia de Processos
Bioquimicos. Universidade Federal do Rio de Janeiro, 98f, 1993.

CSANADI, Z.;: SISAK, C. Immobilization of Pectinex Ultra SP-L
pectinase and its application to production of
fructooligosaccharides. Acta Alimentaria, v. 35, n. 2, p. 205-212,
2006.

DALLA-VECCHIA, R., NACSIMENTO, M.G.,, SOLDI, V.
Aplicacoes sintéticas de lipases imobilizadas em polimeros. Quimica
Nova, v.27, 2004.



76

DARTORA, A. B.; BERTOLIN, T. E.; BILIBIO, D.; SILVEIRA, M.
M. E COSTA, J. Evaluation of filamentous fungi and inducers for

the production of endo polygalacturonase by solid state
fermentation. Zeitschrift fiir Naturforschung, 57, 666-670, 2002.

DATTA, S.; CHRISTENA, L., RAJARAM, Y. Enzyme
immobilization: an overview on techniques and support materials, 3
Biotech, v.3, p 1-9, 2013.

DELCHEVA, G.; PISHTIYSKI, I; DOVRED, G.; KRUSTEVA, S
Immobilization of Aspergillus niger Pectinase on Polyacrylonitrile
Copolymer Membrane, Trends inApplied Sciences Research, v. 2, n.5,
p 419-425, 2007.

DE MELO, S.; DE MACEDO, G.; DA SILVA, E; DE SOUZA R,
PINTO G. Aplicacao da metodologia de superficie de resposta no
estudo da producio e extracdo da poligalacturonase,Quimica Nova, v.
31, n. 8, p. 1973-1978, 2008.

DELPECH, M. C. COUTINHO, E M. B., Poliuretanos como
Materiais de Revestimento de Superficie. Instituto de
Macromoléculas. Professora Eloisa Mano, Universidade Federal do Rio
de Janeiro. CP 68525, Polimeros: Ciéncia e Tecnologia. Rio de Janeiro,
janeiro-marcgo de 1999.

DINU, D.; NECHIFOR, M.T.; STOIAN, G.; COSTACHE, M.
DINISCHIOTU, A. Enzymes with new biochemical properties in the
pectinolytic complex produced by Aspergillus niger MIUG 16.
Journal of Biotechnology. v.131: 128-137, 2007.

do CANTO, W. L. Producdo, Usos e Mercado das Enzimas (Estudos
econdomicos — Alimentos Processados). Campinas: ITAL, 1985.

DORDICK,J.S. Enzymatic catalysis in monophasic organic
solvents. Enzyme Microbiology and Technology, v. 11, pp. 194-211,
1989.

DOWNES, J.W. Equipos para la extraccion y elaboracion de zumo
de frutas delicadas, In: Ashurst, P. R Ed. Produccién y envasado de
zumos y bebidas de frutas sin gds, Ed. Acribia, Espana. p. 191-213,
1995.

EMBRAPA/SEBRAE. Programa de capacitacio tecnoldgica. Curso de
Processamento de frutas, CTAA — EMBRAPA, Rio de Janeiro, 135 p.,
1997



77

ESAWY, M.; GAMAL, A.; KAMEL, Z.; ISMAIL, A.; ABDEL-
FATTAH, A. Evaluation of free and immobilized Aspergillus niger
NRC1lami pectinase applicable in industrial processes,Carbohydrate
Polymers, v. 92, p. 1463— 1469, 2013.

EVANGELISTA, R.M.; CHITARRA, A.B.; CHITARRA, M.LF.
Influéncia da aplicacdo pré-Colheita de calcio na textura e na
atividade das enzimas Poligalacturonase, Pectinametilesterase e
galactosidase de mangas ‘Tommy Atkins’ armazenadas sob
refrigeracdo. Ciéncia e Agrotecnologia. v.24 (Edicdo Especial),174-
181, dez., 2000.

FADILOGLU, S. ERKMEN, O. Inactivation of lipase by carbon
dioxide under atmospheric pressure. J Food Eng. V. 52, 331.335,
2002.

FAJARDO-OCHOA, R.; OSUNA-CASTRO, 1I; VELAZQUEZ—
MENDOZA, C.; ESCALANTE-MINAKATA, P.; IBARRA-
JUNQUERA, V. Inmovilizacion de células y enzimas, Revista
Cientifica de la Universidad Auténoma de Coahuila, v. 3, n. 6, p. 42-56,
2011.

FEIHRMANN, A. C. Avaliacdo da atividade enzimatica de lipases
imobilizadas em fluidos pressurizados. Dissertacio — Programa de
Mestrado em Engenharia de Alimentos. Departamento de Ciéncias
Agrérias, Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes — Campus de Erechim, Rio Grande do Sul, 78p., 2005.

FERNANDES-SALOMAO, T.M., AMORIM, A.C.R., CHAVES-
ALVES, V.M., COELHO, J.L.C., SILVA, D.O., ARAUJO, EF.
Isolation of pectinase hyperproducing mutants of Penicillium
expansum. Brazilian Society for Microbiology. v.27, p.15-18, 1996.

FIREMAN, F.A.T.; FIREMAN, A.K.B.A.T. Enzimas na alimentacio
de suinos. Ciéncia Rural, v.28, n.1, p.173-178, 1998.

FLORES, G. Efecto de un proceso de inmovilizacion por gelacion
ionica sobre a actividad proteolitica de mexicana. Tesis (Maestria en
Ciencia en Bioprocesos) — Unidad profesional interdisciplinaria de
biotecnologia- Instituto Politécnico Nacional, Mexico D.F, 2011.



78

FRANKEN, L.P.G.; MARCON, N.S., TREICHEL, H., OLIVEIRA D.,
FREIRE D.M.G.., DARIVA, C., DESTAIN, J. OLIVEIRA, J.V. Effect

of treatment with Compressed Propoane on Lipases Hydrolytic
Activity. Food and Bioprocess Tech, v. 3, p. 511-520, 2010.

FUNDUEANU, G.; NASTRUZZI, C.; CARPOV, A.; DESBRIERES,
J.; RINAUDO, M. Physico-chemical characterization of Ca-alginate
microparticles produced with different methods, Biomaterials, v. 20,
p-1427-1435, 1999.

GAINVORS, A., FREZIER, V., LEMARESQUIER, H., LEQUART,
C., AIGLE, M., BELARBI, A.; Detection of polygalacturonase,
pectin-lyase and pectin-esterase activities in a Saccharomyces
cerevisiae strain. Yeast, v. 10: n. 10: 1311-1319, 1994.

GAVA A.J.; Principios de tecnologia de alimentos; Sdo Paulo: Nobel,
1 ed.104, 1998.

GOMEZ-GUILLEN, C.; GIMENEZ, B.; LOPEZ-CABALLERO, E;
MONTERO, P. Functional and bioactive properties of collagen and
gelatin from alternative sources: A review. Food Hydrocolloids, p. 1-
15, 2011.

GUIAVARC’H, Y., SILA, D., DUVETTER, T., VAN LOEY, A, &
HENDRICKX, M. Influence of sugars and polyols on the thermal
stability of purified tomato and cucumber pectinmethylesterases: A
basis for TTI development. Enzyme Microbial Technology. v.33: 544—
555, 2003.

GUMMANDI, S.N., PANDA, T.; Purification and biochemical
properties of microbial pectinases — a review. Process Biochemistry,
v.38: 987-996, 2003.

HOYER, G.G. Extraction with supercritical fluids: why, how and
so what. Chemtech, July, 1985.

ITAL - INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.
Industrializacao de frutas. Manual técnico, n. 8 Campinas, 206 p.
1991.

JACKIX, M. H. Doces, geleias e frutas em calda (Teércio e pratico).
Ed. Da UNICAMP: Sao Paulo. Icone, 172 p. 1988.

JAENICKE, R. Stability and folding of domain proteins. Prog.
Biophys. Mol. Biol.v.71. p.155-241, 1999.



79

JAYANI R.S., SAXENA S., GUPTA R.; Microbial pectinolytic
enzymes: a review. Process Biochemistry, v.40: n.9: 2931-2944, 2005.

IWAKI, Y. Eletrélitos solidos poliméricos a base de alginato de
sodio. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) —
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, Brasil, 2010.

KASHYAP, D.R.; VOBRA, PXK.; CHOPRA, S.; TEWARI,
Applications of pectinases in the commercial sector: a review.
Bioresource Technology. v.77, p. 215-227, 2001.

KASHYAP, D. R.; CHANDRA, S.; KAUL, A.; TEWARI R
Production purification and characterization of pectinase from a

Bacillus sp. World Jounal of Microbiology and Biotechnology. v.16:
277-282, 2000.

KASHYAP, D.R.; VOBRA, PXK. CHOPRA, S.; TEWARI,
Applications of pectinases in the commercial sector: a review.
Bioresource Technology.v.77, p. 215-227, 2001.

KEMPKA, A. Desenvolvimento de matriz de imobilizacio de lipase
utilizando gelatina de diferentes blooms adicionada de plastificantes
hidrofilicos. Tese de Doutorado (Doutor em Engenharia Quimica) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis, Brasil. 2012.

KENNEDY, J. F.; WHITE, C. A.; MELO, E. H. M.. “Review: The
immobilization of enzymes and cells”. Chimicaoggi- Maggio. 21-29,
1988.

KLOSS, J. R., Sintese e Caracterizacio de Poliuretanos
Biodegradaveis a base de poli (£Capralactona)Diol. Tese de
Doutorado (Doutor em Ciéncias) - Programa de Pds-graduacdo em
Quimica. Curitiba, 2007.

KNEZ, Z.; HABULIN, M.; KRMELIJ, V.; Enzyme catalysed reactions
in dense gases. Journal of Supercritical Fluids, v.14: 17-29, 1998.

LADJAMA, A., CHARDON-LORIAUX, I., FOGLIETTI, M.J. On the
pectolytic activity of two Streptomyces strains. FEMS Microbiology
Lett. 79:279-284, 1991.

LAIL J. The Role of Bloom Index of Gelatin on the Interaction with
Retinal Pigment Epithelial Cells, International Journal of Molecular
Sciences. v. 10, p. 3442-3456, 2009.



80

LEIL Z.; BI, S. Preparation and properties of immobilized pectinase
onto the amphiphilic PS-b-PAA diblock copolymers, Journal of
Biotechnology, v.128, n.1, p. 112-119, 2007.

LINGAPPA, K. PROMOD, T. Imobilizacdo de Aspergillus niger em
espuma de poliuretano para producio de acido citrico de Alfarroba
Pod Extrato. American Journal of Food Technology, 2011.

LOHANI, S.; TRIVEDI, P.K.; NATH, P. Changes in activities of cell
wall hydrolases during ethylene-induced ripening in banana: effect
of 1-MCP, ABA and TAA. Postharvest Biology and Technology 31,
119-126, 2004.

MALDONADO, M.C., STRASSET, de SAAD, A.M.; Production of
pectinesterase and polygalacturonase by Apergillus niger in
subemerges and solid state system. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology. v.20: 34-38, 1998.

MANQO, E. B., MENDES, L. C. Introducao a Polimeros. 2. ed.revista e
ampliada. Sdo Paulo. Edgard Blucher, 191 p, 1999.

MARCON, N. S., Avaliacao da atividade de pectinases em fluidos
pressurizados. Dissertacdo de Mestrado (Mestre em Engenharia de
Alimentos). Programa de P6s-graduacdo em Engenharia de Alimentos
da Universidade Regional do Alto Uruguai e das Missdes - URI
Erechim, Erechim. 2012.

MARTINS, E. Purificacdio e caracterizacdo bioquimica de
poligalacturonases termoestaveis produzidas pelo fungo
Thermoascus aurantiacus através de fermentacdo submersa e
fermentacio em estado sélido. Tese (Doutor em Ciéncias Bioldgicas) —
Instituto de Biociéncias do Campus de Rio Claro, Universidade Estadual
Paulista. Rio Claro, 108f., 2006.

MATTA, V. M.; FREIRE JUNIOR M.; CABRAL, L. M. C.;
FURTADO, A. A. L. Polpa de fruta congelada. Brasilia, DF. Embrapa
informac@o tecnoldgica. 35 p. (Colecdo Agroindustria Familiar), 2005.

MC HUGH, M., KRUKONIS, V. Supercritical fluid extraction,
Stonenham, Butterworth-Heinenamm, 1994.

MIRANDA, M.. Aprimoramento do Procedimento de Imobilizacao
da Lipase Microbiana em Oxido de Ni6bio para Modificacao de
Oleos Vegetais. Dissertacio de Mestrado. Departamento de Engenharia
Quimica de Lorena, Lorena, Sdo Paulo, Brasil, 2004.



81

NOVO NORDISK - Ac¢ao das Enzimas. Apostila, 49 p. 1992.

OLIVEIRA, D. Estudo comparativo da producio enzimatica de
ésteres a partir de oleos vegetais em solvente organico e CO2
supercritico. Tese de D. Sc., Universidade Federal do Rio de Janeiro
- COPPE, Rio de Janeiro, Brasil, 1999.

PATEL, R.N.; Microbial/enzymatic synthesis of chiral intermediates
for pharmaceutics. Enzyme and Microbial Technology, v.31, p.804-
826, 2002.

PEREIRA, B. Processamento agrega valor: Frutas e derivados -
Publica¢do Trimestral do IBRAF. Sdo Paulo, n. 1, ed. 3, p. 19-26, 2005.

PIFFERI, P, SPAGNA, G. The immobilization of
endopolygalacturonase on y-alumina, Journal of Molecular Catalysis,
v. 42, p. 137 — 149, 1987.

PIMENTA, C.J.; CHAGAS, S.JR.; COSTA, L. Pectinas e enzimas
pectinoliticas em café (Coffea ardbica L.) colhido em quatro estagios
de maturacao. Ciéncia Agrotecnica, Lavras, 24 (4), 1079-1083, 2000.

PIZARRO, A. V. L., PARK, E. Y. Lipase-catalysed production of
biodiesel fuel from vegetable oils contained in waste activated
bleaching earth. Process Biochemistry. 38:1077-1082, 2003.

PRADE, R.A., ZHAN, D.F., AYOUBI, P., MORT, A.J. Pectins,
pectinases and plant-microbe interactions. Biotechnology & Genetic
Engineering Reviews. 16:361-391, 1999.

QI W-T,, MA, J.,, YU, W-T,, XIE, Y-B.,, WANG W., MA.,, X;
Behavior of microbial growth and metabolism in alginate-chitosan-
alginate (ACA) microcapsuls. Enzyme Microbiology Technology.
v.38: 697-704, 2006.

RAO, N.; KEMBHAVI, A.; PANT, A. Immobilization of endo-
polygalacturonase from Aspergillus ustus on silica gel, Biotechnology
Letters, v. 22, p. 1557-1559, 2000.

REHAM, H.; AMAN, A.; SILIPO, A.; QADER, S.; MOLINARO, A.
ANSARI, A. Degradation of complex carbohydrate: Immobilization
of pectinase from Bacillus licheniformis KIBGE-IB21 using calcium
alginate as a support. Food Chemistry, v. 139, p. 1081-1086, 2013.



82

RESENDE, J.M.; CHITARRA, M.LF.; MALUF, W.R.; CHITARRA,
AB.; SAGGIN JUNIOR, OJ. Atividade de enzimas
pectinametilesterase e poligalacturonase durante o amadurecimento
de tomates do grupo multilocular. Horticultura Brasileira, 22 (2), 206-
212, 2004.

REXOVA-BENKOVA, L. MARKOVIC, O. Pectic enzymes:
Advances in Carbohydrate Chemistry & Biochemistry. v.33: 323-385,
1976.

ROCHA, W.S., GROSSO, C.R.F.; Permeacao de solutos de diferentes
massas moleculares em matrizes compostas da alginato de calcio e
acetofitalato de celulose. Sitientibus, Feira de Santana. v.35: 125-148,
2006.

RODRfGUEZ, O.; SERRAT, M. Poligalacturonasas de levaduras: Un
producto biotecnolégico de grandes potencialidades, Tecnologia
Quimica, v. 28, n. 1, p. 80-90, 2008.

ROMBOUTS, F.M; VERSTEEG, C. KARMAN, A.H.; PILNIK,W.
Pectinesterases in component parts of citrus fruits related to
problems of cloud loss and gelation in citrus products.In Use of
Enzymes in food technology. Proceedings Of International Symposium;
Dupuy, P., Ed. Versailles, France; p.483-487, 1982.

ROZIE, H.; SOMERS, W.; BONTE, A.; VISSER, J.; VAN'T RIET, K;
ROMBOUTS, M. Adsorption characteristics of endo-
pofygalacturonase on alginate beads. Biotechnology and Applied
Biochemistry, v. 10, n.4, p. 346-58, 1988.

SARABOIJI, K.; GROMINHA, M. M.; PONUSWANY, M. N
International Journal of Biological Macromolecules.v. 35. p. 211.
2005.

SAKAI, T., SAKAMOTO, T., HALLAERT, J., VANDAMME, E.J.
Pectin, pectinase and protopectinase: production, properties and
applications. Advances in Applied Microbiology. v.39: 213-294, 1993.

SANTOS, R. D., Producao Enzimatica de Poli (ECaprolactona) em
Diéxido de Carbono Supercritica. Universidade Federal de Santa
Catarina. Centro Tecnolégico. Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos, Florin6polis/SC, 2011.



83

SANTOS, S.F.M. Estudo da producdo de pectinases por
fermentacio em estado sdlido utilizando pedinculo de caju como
substrato. Tese (Doutor em Engenharia Quimica) — Universidade
Federal do Rio Grande do Norte. Natal, 2007.

SATHYNARAYANA, N. G.; PANDA, T. Purification and
biochemical properties of microbiol pectinases — a review. Process
Biochemistry, 38, 987-996, 2003.

SERRAT, M.; VALVERDE, T. Inmovilizacion covalente de una
endopoligalacturonasa de levadura sobre alginato de calcio, Revista
Cubana de Quimica, v. 17, n. 1, p. 226-227, 2005.

SHILS, M.; E.; OLSON, J.; A.; MOSHE, A.; S.; ROSS, c.
Processamento de alimentos: Balanco nutricional de seguranca e
qualidade. In: Tratado de nutricio moderna na saide e na doenca.
Sao Paulo: Editora Manole. p. 1949-1950, 2002.

SILVA, A.; HIRASHAWA, J. S.; VARESCHE, M. B.; FORESTL E.;
ZAIAT, M., Evaluation of support materials for immobilization of
surfasse-reducinc bactéria and methanogenic archea. Anaerobe.
London, v. 12, n. 2 p 93-98, 2006.

SILVA, E.G.,, BORGES, M.F, MEDINA, C., PICCOLI, R.H.,,
SCHWAN, R.F. Pectinolytic enzymes secreted by yeasts from
tropical fruits. FEMS Yeast Research Journal. 5:859-865, 2005.

SIROTEK, K., MAROUNEK, M., RADA, V., BENDA, V. Isolation
and characterization of rabbit caecal pectinolytic bacteria. Folia
Microbiologica. 46:79-82, 2001.

SOUTHGATE, D. A. T.; JOHNSON, L.T.; FENWICK, G.R. Valor
nutritivo y salubridad de los zumos de frutas elaboradas. In:
Ashurst, P. R. Ed. Producién y envasado de zumos y bebidas de frutas
sin gds. Ed. Acribia, Espana, p. 321-348, 1995.

SOUZA R. L.A., Producao de pectinases por fermentacao semi-
solida utilizando residuo do maracuja como substrato, Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG. Campina Grande, 2008.

TAYLOR, R. F.; Protein Immobilization, Fundamentals and
Applications, Cambridge, Massachusetts. pp. 143-145. 1991.



TRIBESS, T. B. Estudo da cinética de inativacdo térmica da
pectinesterase em suco de laranja natural minimamente processado.

Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) - Escola Politécnica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2003.

UENOJO M.; PASTORE G.M.; Pectinases: aplicacdo industriais e
perspectivas. Quimica Nova. v.30: n.2: 388-394. 2007.

VAN DEN BROECK, I., LUDIKHUYZE, L. R., VAN LOEY, A. M,
WEEMAES, C. A., & HENDRICKX, M. E. Thermal and combined
pressure-temperature inactivation of orange pectinesterase:
Influence of pH and additives. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. v.47: 2950-2958, 1999.

VARNAM, A. H. e SUTHERLAND, J. P. Bebidas: Tecnologia,
Quimica y Microbiologia. Ed. Acribia S.A., Espana, 487p. 1994.

VIEIRA, C.D., Imobilizacio da enzima p-galactosidasede
Kluyveromyces fragilis em agarose e quitosana utilizando diferentes
produtos de ativacido. Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos,
p. 4, 8,25.2009.

VILLENEUVE, P., JEAN M MUDERHWA, JM., GRAILLE, J,
HAAS, M.J.; Customizing lipases for biocatalysis: a survey of
chemical, physical and molecular biological approaches. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic. v.9: 113-148, 2000.

VILMAR, W.D., Quimica Tecnoldogica dos poliuretanos. Rio de
Janeiro, 2013. Disponivel em http://www.poliuretanos.com.br. Acesso
em 30 de julho de 2014.

VORAGEM, F.; BELDMAN, G.; SCHOLS, H. Chemistry and
enzymology of pectins. In: McCleary, V.; Prosky, L., Edtors, 2001.

Advanced dietary fibre technology, Blackwell Science, London, p.379-
398, 2001.

WEN, D-S., JIANG, H., ZHANG, K. Supercritical fluids technology
for clean biofuel production. Progress in Natural Science. v.19: 273-
284, 2009.

WISEMAN, A. Manual de biotecnologia de los enzimas, Zaragoza:
Acribia, 1991.

WOODLEY, P.; PETERSEN, S. B., Lipases: their structure
biochemistry and application. Cambridge University, Cambridge,
1994.



85

WHITAKER, J. R. Microbial Enzyme and Biotechnology. 2. ed., New
York: Elsevier, 363 p., 1990.

WONG, D.W.S. Food enzymes Structure and Mechanism. Ed. Chapman
& Hall, New York, 1995.

WOODS, G., Flexible polyurethane foams, London Applied Science
Publishers, 352p. 1995.

YADAV S, YADAV PK., YADAV D., YADAV K.D.S., Pectin lyase:
A review. Process Biochemistry, 44, 1-10, 20009.

YEGANEH, H.; LAKOURAJ, M.M; JAMSHD, LS., Synthesis and
properties of biodegradable elastomeric epoxy modified

polyurethanes based on poly(e-caprolactone) and poly(ethylene
glycol), European Polyner Journal, v. 41, p 2370-2379,, 2005.

ZAKS, A.; KLIBANOV, A. M. Enzyme -catalyzed processes in
organic solvents. Proceedings of National Academy Science v. 82, pp.
3192, 1985.

ZAREVUCKA, M.; ZALSKA, M.; REJZEK, M.; STREINZ, L.
WIMMER, Z.; MACKOVA, M.; DEMNEROVA, K., Lipase-mediated
hydrolisys and esterification, 1996.

ZAWADZKI, S.F., Sintese e Caracterizacdo de Redes Poliméricas
Independentes de Poliuretano e Poli(metacrilato de metila). Tese de
Doutorado (Doutor em Quimica Organica). Instituto de Macromoléculas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 1996.

ZHANG, L.; JIANG, Y.; SHI, J.; SUN, X. LI, J.; JIANG, Z.
Biomimetic polymer—inorganic hybrid microcapsules for yeast
alcohol dehydrogenase encapsulation,Reactive and Funcional
Polymers, v. 68, p. 1507-1515, 2008.

ZHANG, L.; JIANG, Y.; JIANG, Z.; SUN, X.; SHI, J.; CHENG, W,
SUN, Q. Immobilized transglucosidase in biomimetic polymer—
inorganic hybrid capsules for efficient conversion of maltose to
isomaltooligosaccharides, Biochemical Engineering Journal, v. 46, p.
186-192, 2009.

ZHENG, Z.; SHETTY, K. Solid state production of
polygalacturonase by Lentinus edodes using fruit processing wastes.
Process Biochemistry, v. 35, p. 825 830, 2000.






CAPITULO III
CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS
Objetivos

Caracterizar os complexos enzimaticos imobilizados em estudo
com relagdo a temperatura e pH de mdxima atividade em pectina citrica
e aos parametros cinéticos

Para a caracterizacdo das enzimas, realizou-se a andlise dos
efeitos do pH e temperatura na atividade enzimdtica das enzimas
pectinametilesterase (PME) e pectina liase (PMGL).

A utilizacdo de enzimas implica na necessidade de controle de
varidveis de processo, tais como pH e temperatura 6timas para a sua
atuacdo. Caso ndao haja um controle das condi¢des operacionais do
processo enzimdtico, a eficiéncia do processo pode ser prejudicada,
levando a perdas de produtividade e economia. Alguns autores afirmam
que sem o uso de enzimas, ndo € possivel viabilizar a producdo de
sumos de alguns frutos e vegetais (HELBIG e LAPERCHE, 2001).

A taxa da reacdo em diferentes concentracdes de substrato
(pectina citrica) foi utilizada para obter os parametros de Michaelis-
Menten, a velocidade maxima (V) de reacdo e a constante de
afinidade (Ky).

3.1 MATERIAL E METODOS
3.1.1 Enzimas

Para a condugdo do estudo, foram utilizadas duas pectinases
comerciais, na forma livre, que foram gentilmente cedidas pela empresa
LNF Latino Americana Ltda. Os nomes comerciais sdo Pectinex® Ultra
SP-L e Pectinex® Mash. Ambas enzimas produzidas por fermentacdo
submersa pelos fungos filamentosos Aspergillus aculeatus e Aspergillus
niger.

3.1.2 Reagentes

Os reagentes empregados foram:
¢ Solugdo de cloreto de célcio 75 mmol (CaCl,), (Synth®);
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¢ Solugdo tampdo de oxalato de sédio (Merck®);

¢ Alginato de sédio (Dindmica®);

¢ Solug@o tampdo de acetato de sédio 100 mM, (Cromoline®);
pH 4,5;

¢ Solugdo de pectina 1,0% em tampdo Tris-HCI 0,05 M
(Vetec®); pH 4,5;

¢ Solugdo de cloreto de célcio 0,01M (CaCl,), (Synth®);

e Solugdo de sulfato de =zinco hepta hidratado a 9%
(ZnS047.H,0), (Sigma Aldrich®);

¢ Solucgdo de hidréxido de s6dio 0,5M (NaOH), (Dinadmica®);

¢ Solucdo de hidréxido de sédio 0,05M (NaOH), (Dindmica®);

¢ Solugdo de dcido tiobarbitirico 0,04M (C4H4N,O,S),
(Merck®);

¢ Solucdo de acido cloridrico 0,1M (HCI), (Dinamica®);

¢ Solugdo de cloreto de sédio 0,2M (NaCl), (Synth®);

3.1.3 Determinacoes analiticas
3.1.3.1 Determinag@o da atividade de pectina liase (PMGL)

A atividade da pectina liase foi determinada segundo método de
Ayers et al. (1966), descrito por Pitt (1988), com algumas modificacdes,
onde determinou-se os produtos insaturados finais da degradag¢do da
pectina e o 4cido tiobarbittirico.

A mistura de reacdo constituiu-se de 5,0 mL da solugdo de
pectina 1,0 % em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 4.,5; 1,0 mL da solucdo
de CaCl, 0,01 M; 1,0 mL do extrato bruto enzimdtico e 3,0 mL de dgua
destilada. Apds a incubagdo por 20 min a 55 °C, foi adicionado 0,6 mL
de uma solucdo de ZnSO,7H,O 9 % em seguida 0,6 mL de NaOH
0,5 M. As protefnas precipitadas do substrato ndo consumido foram
removidas por centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi adicionado a mistura de 3,0 mL do acido tiobarbitirico 0,04 M;
I,5mL de HCI 0,1 M e 0,5mL de &4gua destilada. A mistura foi
aquecida em banho-maria por 30 min, resfriada em banho de gelo e
medida a absorbancia a 550 nm. A avaliagdo da atividade enzimatica
da enzima PMGL, pode ser visualizada resumidamente na Figura 8
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Figura 8 - Esquema da determinacdo da atividade da enzima Pectina Liase
(PMGL).

[ -5,0mL de solugio de pectina 1,0% | 3 = (0.6 mL de uma solugdo | —
tampdio Tris-HCI 0,05M, pH 45; ] i
Lol ds ;;lsx—gio de C:C\I‘L LY - B - oo - 3003 pm
2 L 20 minutos -0.6mL de NaOH 10 mimitos
- 1,0mL do extrato bruto enzimético; ; | 0,5M. ) L )

-3,0mL de dgua destilada. ) e
5

- 5,0 mL de sobrenadante; _Ebuligio por 30_ T .
minutos e em seguida - 2550 1m
0,04 M esfriamento em banho
-1,5mL de HCI 0,1 M; de gelo.

| -0.5mL de dgua destilada. |

- 3,0 de dcido tioharbitirico -

Fonte: O autor.

Uma unidade da atividade enzimdtica foi definida como a
quantidade de enzima que causa a mudanca de 0,01 na absorbancia a
550 nm, nas condi¢des do ensaio (Pitt, 1988). Como pode ser visto na
Equagdo 1.

Aabs
0,01

Atividade (U/mL) = (€))

3.1.3.2 Determinacdo da atividade de pectinametilesterase (PME)

A atividade de pectinametilesterase (PME) foi determinada
segundo Hultin et al. (1966) com modificagdes (temperatura controlada
as55°C £2).

O procedimento € melhor ilustrado na Figura 7, onde inicialmente
foi adicionado 30 mL de solugdo de pectina citrica a 1% em NaCl
0,2 M em um erlenmeyer, ajustado o pH em 4,5 (pH do planejamento
experimental) e, a seguir adicionado um mililitro do extrato
enzimdtico. A reaglo enzimdtica ocorreu em um shaker com
temperatura de 55 °C + 2 durante 30 minutos. Apés a reacdo, o pH da
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solucdo foi mantido em torno de 4,5, por 10 min, com NaOH 0,005 M
Uma unidade de PME foi definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar a desmetilacdo de pectina correspondente ao consumo de
1 pmol de NaOH min™ mL™, nas condi¢des do ensaio.

Figura 9 - Esquema da determinacio da atividade da enzima
Pectinametilesterase (PME).

[ ‘ NaOH 0,005 M ‘ [ ‘ NaOH 0,005 M ‘

ot

- &

Atitulacio é realizada novamente
até o pH ser ajustado em 4.5 (pH do
planejamento experimental).

‘ 53¢

30 minutos

|

- Adiciodel mL do
extrato enzimatico.

-30 mL de solugio de pectina
citrica a 1% em NaCl10.2 M.

Atitulacio érealizada até o pH ser
ajustado em 4,5 {pH do
planejamento experimental).

Fonte: O autor.

A Equacido 2 permite calcular a atividade de pectinametilesterase
(PME), como pode ser visto abaixo.

Atividade (U/mL) = “Naohxmx10* @

txe

Onde:

V = Volume de NaOH gasto em mL;

M = Molaridade do NaOH (0,005 M);

t = Tempo de reagdo (30 min);

e = Massa de imobilizado em gramas, ou volume de extrato enzimatico
ou sobrenadante em mL utilizada para realizacio da medida de
atividade.
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3.1.3.3 Determinagdo do teor de proteinas

A concentracio de proteina total foi determinada pelo método de
Bradford et al., (1976), usando albumina de soro bovino (ASB) como
padrao (Sigma A3294).

3.1.3.4 Determinacdo da atividade especifica

A atividade especifica foi obtida através da razdo entre o valor da
atividade enzimatica e do teor de proteinas. A atividade especifica é
entendida como sendo a atividade por unidade de peso da proteina.

3.1.4 Analise estatistica

Os resultados foram tratados estatisticamente por andlise de
variancia (ANOVA), seguido de comparacdo das médias pelo teste de
Tukey, com o software Statistica versdo 8.0, com nivel de confianca de
95%.

3.1.5 Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica

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

Devido ao fato da enzima possuir varios grupos ionizaveis,
mudancas no pH afetar@o o sitio catalitico e a conformacao da enzima.
Em geral, enzimas sdo ativadas numa faixa limitada de pH e para cada
enzima existe um 6timo ou uma faixa 6tima de atuacdo (MAUGERI,
2002).

Realizou-se um delineamento composto central rotacional 2
(DCCR), com um total de 11 experimentos (4 ensaios fatoriais, 4
ensaios dos pontos axiais e 3 ensaios repetidos na condicdo central). As
faixas de pH e temperatura estdo descritas na Tabela 2.
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Os resultados foram analisados usando software Statistica versao
8.0. As respostas ou varidvel dependentes foram a atividade de pectina
liase (Planejamento 1) e pectinametil esterase (Planejamento 2), assim
foram determinados os valores 6timos de pH e temperatura para os dois
complexos enzimdticos analisados (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra
SP-L).

Tabela 2 - Varidveis e niveis estudados nos planejamentos 1 e 2 para os dois
complexos enzimadticos em estudo (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L).

Variaveis Independentes Niveis

(=141 (1 0* (H1 (H141

pH 3 34 45 55 6

Temperatura (°C) 30 37 55 73 80

3.1.6 Determinacio da constante de Michaelis-Menten (K, e
velocidade maxima (Vy4x) aparente

Os parametros cinéticos das catdlises enzimdticas tém sido
determinados tradicionalmente pelo uso da velocidade inicial (Vy),
quando diferentes concentracdes de um substrato sdo usadas (TORRES
et al., 2004). A partir dos valores de velocidade inicial da reacdo (Vy) e
da concentragdo do substrato (2,0 a 50 g/L), os coeficientes cinéticos,
velocidade maxima (Vy) e a constante de Michaelis-Menten (Ky),
foram calculados.

Para determinar Ky e Vy aparente utilizou-se o método de
Lineweaver-Burk, que consiste em uma linearizagdo (Equacgido 3) da
equacdo de Henri-Michaelis-Menten (Equacdo 4). A atividade
enzimdtica foi determinada conforme o item 3.1.3, o pH e temperatura
utilizados foram determinados pela andlise estatistica descrita no item
3.14.

_ Vinax [S]
V= o 1] 3
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade de PME e PMGL
da pectinase comercial Pectinex® Ultra SP-L

A tabela 3 apresenta a matriz do DCCR (valores reais e
codificdveis) e resposta em termos de atividade de Pectinametilesterase
(PME), Pectina liase (PMGL), proteina e atividade especifica de PME e
PMGL da pectinase comercial Ultra SP-L. De acordo com o resultado a
maior atividade enzimadtica (50,70 U/g) foi obtida no ensaio 6 para a
enzima PME., quando a medida de atividade enzimadtica foi realizada a
uma temperatura de 55 °C e a titulacdo da atividade enzimdtica foi
realizado até pH 6. A enzima PMGL apresentou maior ganho de
atividade no ensaio 9 com 20,14 U/mL, quando a medida de atividade
enzimdtica foi realizada a uma temperatura de 55 °C e com tampdo em
pH 4.,5.
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Os resultados apresentados referentes a atividade da PME foram
tratados estatisticamente para avaliagdo dos efeitos de cada varidvel
independente sobre a resposta. A andlise dos efeitos para os termos
lineares, quadréticos e de interacdo entre as varidveis independentes
estdo apresentados na tabela 29 (Apéndice I) Os termos significativos no
modelo codificado (equagdo 5) foram selecionados pelo valor de p.
considerando nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

A andlise de varidncia (ANOVA) (Tabela 30 Apéndice II), foi
empregada para validacdo do modelo matematico codificado usado para
a predicdo da atividade de PME do complexo enzimético Pectinex Ultra
SP-L, dentro das faixas de pH e temperaturas estudados. O Valor de F
reflete a razdo entre a soma quadrdtica média devido a regressdo e a
soma quadrdtica média devido ao erro e indica a significAncia do
modelo.

AtvPME (ultra) = 44,05 + 12,19 * pH + 12,25 T — 17,38 x T2 (5)

O modelo codificado otimizado para atividade enzimatica,
apresentado na Equac¢do 5 foi validado pela andlise de variincia
(ANOVA). (Tabela 30 Apéndice II), O coeficiente de determinagdo
obtido (0,94) e o F calculado (7,52) 1,5 vezes maior que o F tabelado
permitiram validar o modelo, com 95% de confianca. O modelo
codificado foi utilizado para gerar a superficie de resposta (Figura 30
Apendice III) para atividade enzimdtica de PME (Pectinex Ultra SP-L)
em funcdo do pH e temperatura. Observa-se que a faixa de temperatura
na qual a atividade foi maior variou entre 50 e 60 °C e a faixa de pH
variou entre 4,5 € 6,0.

Visando a utilizagdo industrial da enzima optou-se pelas
condi¢cdes do ponto central (pH 4,5 e temperatura 55°C), que estdo
dentro da faixa 6tima de atuacdo da enzima, para determinar a atividade
enzimatica de PME para Pectinex Ultra SP-L nos préximos
experimentos.

Os resultados apresentados referentes a atividade de
polimetilgalacturonase liase, foram tratados estatisticamente para a
avaliacdo dos efeitos de cada varidvel independente de cada resposta. Na
tabela 31 apéndice IV, encontra-se a andlise dos efeitos para os termos
lineares, quadriticos e de interacdo entre as varidveis independentes. Os
termos significativos no modelo codificado (equagdo 6) foram
selecionados no valor de p. considerando um nivel de significancia de
5% (p<0,05).
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A andlise de varidncia (ANOVA) (Tabela 32 apéndice V), foi
empregada para a validacdo do modelo matemdtico codificado usado
para a predi¢do da atividade de polimetigalacturonase liase, para a
Pectrinex Ultra SP —L dentro das faixas de pH e temperatura estudados.
O Valor de F reflete a razdo entre a soma quadrética média devido a
regressdo e a soma quadratica média devido ao erro e indica a
significancia de cada fator do modelo.

O modelo codificado otimizado para atividade enzimdtica
apresentado na equacdo 6 foi validado pela andlise de varilncia
(ANOVA). (Tabela 32 apéndice V), O coeficiente de determinagdo
obtido (0,96) e o F calculado (13,3) 3 vezes maior que o F tabelado)
permitiram a validagdo do modelo com 95% de confianga. O modelo
codificado foi utilizado para gerar a superficie de resposta (fig. 31
apéndice VI) para atividade enzimdtica em funcdo do pH e temperatura.
Observa-se que a faixa de temperatura na qual a atividade foi maior
variou entre 50 e 60 °C e a faixa de pH variou entre 4,5 e 6,0. Definindo
as condicdes do ponto central (pH 4,5 e temperatura 5,5 °C) para ser
utilizada para determinacio de atividade enzimdtica de
polimetilgalacturonase liase para Pectinex Ultra SP L nos préximos
experimentos situacdo similar a enzima PME descrita anteriormente.

Atv PMGL (ultr) = 18,94 + 2,12 xpH + 3,24 * T — 4,15« T? 6)

3.2.2 Efeito da temperatura e do pH na atividade PME e PMGL da
pectinase comercial - Pectinex® Mash

A Tabela 4 apresenta a matriz experimental em termos de
atividade de PME, PMGL, proteina e atividade especifica da pectinase
comercial Pectinex Mash. A maior atividade para a Enzima PME foi de
42 U//mL, ensaio 6 quando a medida de atividade enzimdtica foi
realizada a uma temperatura de 55 °C e a titulacio da atividade
enzimdtica foi realizado até pH 6. A enzima PMGL apresentou maior
ganho de atividade no ensaio 9 com 58,08 U/mL, quando a medida de
atividade enzimadtica foi realizada a uma temperatura de 55 °C e com
tampdo em pH 4,5.
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Tabela 4 — Matriz do DCCR (valores reais) com a resposta em termos de
atividade enzimdtica de PME, PMGL, proteina e atividade especifica de PME e
PMGL, em fun¢do do pH e temperatura, da pectinase comercial Pectinex Mash.

Pectinex Mash
Ensaio  pH Temperatura PME Proteina Atividade PMGL Proteina Atividade
(°C) (U/mL) (mg/mL) Especifica (U/mL) (mg/mL) Especifica

de PME PMGL
(U/mg) (U/mg)

1 -1334) -1(37) 15,2 | 0,017 760 15,26 0,018 | 847

2 1(5,5) -1 (37) 324 | 0,018 1620 2956 0,019 | 1555

3 -1334) 1(73) 5,3 0,019 265 28,13 0,018 | 1562

4 1(5.,5) 1 (73) 4,1 0,018 205 30,37 0,019 | 1624

5 -1,41 (3,0) 0 (55) 10,9 | 0,019 545 28,57 0,018 | 1587

6 1,41 (6,0) 0 (55) 42 0,019 2100 39,67 0,019 | 2087

7 0(4.,5) -1,41 (30) 41 0,017 2050 10,81 0,018 | 600

8 0(4,5) 1,41 (80) 2,8 0,016 140 25,34 0,017 | 1490

9 0(4,5) 0 (55) 39,7 | 0,019 1985 58,08 0,018 | 3226

10 0(4.,5) 0 (55) 344 | 0,018 1720 46,18 0,019 | 1961

11 0(4,5) 0 (55) 39,1 0,018 1955 43,22 0,018 | 2401

A andlise dos efeitos lineares quadraticos (Tabela 33 apéndice
VII) onde pode-se verificar que com um nivel de 95% de confianca o
pH apresentou influéncia positiva e a temperatura influenciou
negativamente sobre a atividade de PME da pectinase comercial
Pectinex Mash. A partir dos coeficientes de regressdo obteve-se o
modelo matemdtico empirico apresentado na equacdo 7.

AtvPME (mash) = 37,77 + 7,05 * pH — 11,54 « T — 10,46 * T*? @)

A andlise de varidncia dos fatores estudados encontra-se na
tabela 34 apéndice VIII. O modelo foi validado, podendo assim gerar a
superficie de resposta (fig. 32 Apéndice IX), onde podemos visualizar
uma faixa 6tima de pH e temperatura para a atividade enzimatica. Pelos
mesmos motivos apresentados para a enzima Pectinex Ultra SP-L os
proximos experimentos foram realizados em pH 4,5 e em temperatura
de 55 °C.

A temperatura e pH 6timos para os dois preparados enzimaticos
estdo de acordo com resultados apresentado por Gonzalez (2009) para
diferentes pectinases. Este autores encontraram valores de pH entre 4,0-
4,5 e temperatura de 45 °C ao determinar as condi¢des Otimas da
atividade da PME presente em preparagdes industriais (Pectinex 100L
Plus, Panzym Univers e Panzym Clears). Dinu et al,. (2007) purificaram
cinco enzimas pectinoliticas produzidas a partir de Aspergillus niger
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MIUG16 e também encontrou valores semelhantes, temperatura Gtima
de 40°C e pH 4.4.

Para PME extraida de goiaba, Leite et al., (2006) encontraram pH
6timo 8,5 e uma faixa de temperatura 6tima entre 75-85°C. Vivar-Vera
et al., (2005) realizou um estudo com pectinase de Crataegus pubescens,
sendo que esta ndo apresentou atividade de PME em pH 3 ocorrendo um
aumento na atividade a partir do pH 4, tendo pH 6timo 7,5, e
temperatura mdxima foi medida em 55°C. Essa diferenca de pHs pode
ser explicada por Benen et al., (2003) que relata que a PME presente em
plantas e bactérias tem pH 6timo que varia entre 6 e 8. J4 nas produzidas
por alguns fungos, como no caso das pectinases comerciais (Pectinex
Mash e Ultra SP-L), o pH 6timo da PME encontra-se entre 4 e 6.

Com relagdo a atividade enzimatica da PMGL, a avaliagdo
estatistica dos dados demonstrou que a temperatura influenciou
significativamente (tabela 35 apéndice X). O modelo codificado obtido
(equacdo 8) pelo tratamento dos dados foi validado (tabela 36 apéndice
XI), podendo assim obter-se uma superficie de resposta (fig. 33
Apéndice XII) na qual percebe-se uma faixa 6tima de pH (4,0 a 5,0) e
temperatura (50 a 60 °C) para atividade enzimdtica. A partir destes
resultados, também foi determinado que os proximos experimentos para
medida de atividade de PMGL seriam realizados com tampdo TRIS-
HCL pH 4,5 e em temperatura de 55 °C.

Atv PMGL (mash) = 46,17 — 14,14 = T? (8)

3.2.3 Determinacao dos parametros cinéticos K;, e V., aparente

Apés a andlise dos efeitos e determinado qual seria o melhor pH e
temperatura para realizagdo dos experimentos, determinou-se o
parametros cinéticos das duas enzimas.

Uma faixa de 2,0 a 50,0 g.L"' de concentracio de pectina citrica
foi utilizada para ver qual o efeito causado na atividade enzimética de
PME e PMGL para os dois complexos enzimdticos analisados
(Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L), podendo assim obter-se os
valores de Ky e Vg Utilizou-se os valores de atividade especifica de
cada enzima para o cdlculo. Os resultados s3o mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores de Ky e V. aparente obtidos para as enzimas PME e PMGL
dos complexos Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L estudados.

Pectinases comerciais Kum (mg.mL'l) VMax (U.mL'l)

PMGL PME PMGL PME

Pectinex® Mash 0,23 1,55 64,10 500,00

Pectinex® Ultra SP-L 0,50 2,27 19,38 666,67

De acordo com a Tabela 5, a enzima PMGL do complexo
Pectinex® Mash mostrou o menor valor para o Ky, o que indica uma
maior afinidade da enzima para com o substrato, bem como, maior
velocidade maxima (Vy,x), €m comparagdo com o complexo Pectinex®
Ultra SP-L.

O valor de Ky indica a afinidade da enzima pelo substrato.
Quanto menor o Ky, maior a afinidade da enzima pelo substrato; logo, a
velocidade da reagao também sera maior (TORRES et al., 2004).

Observa-se um aumento no valor do Ky, para a enzima PME, para
os dois complexos em estudo, podendo este ter ocorrido devido as
restri¢cdes difusionais, ou seja, limitacdes de acesso do substrato ao sitio
ativo da enzima. A medida da atividade da enzima foi realizada
mediante a técnica de titulacdo, onde foi possivel observar a rapidez da
reacdo, como indicam os valores de Vyu.

Quando a enzima estd imobilizada, as limitacdes na difusdo so
afetadas principalmente pelo tamanho das esferas, forma, tamanho dos
poros e a carga enzimdtica da imobiliza¢do, assim como também pelas
mudancas estruturais na enzima, com as moléculas podendo ter
assumido uma conformacéo inativa (BUGA et al., 2010, YANG et al.,
2010; YIGITOGLU e TEMOCIN, 2010, BUSTAMANTE-VARGAS,
2013).

Leite et al., (2006) encontraram valores de 0,23 e 0,32 mg mL!
para Ky e os valores de 0,244 e 0,053 pumol mL" min™ para V., para a
PME extraida de goiaba. Arbaisah et al., (1997) avaliaram duas
pectinametilesterases e encontraram valores de Ky de 0,52 mg mL"e
de 0,0843 mg mL™"' e velocidades médximas de 154 umol mg™' min~' e
726 umol mg™' min~, respectivamente.
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3.3 CONCLUSOES

Através dos experimentos realizados nesta etapa do trabalho, os
valores de pH e temperatura foram fixados para os proximos ensaios
experimentais. Optou-se pelas condigdes do ponto central (pH 4,5 e
temperatura 55°C), que estdo dentro da faixa Otima de atuacdo da
enzima, para as enzimas dos dois complexos enzimdticos estudados
(Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash).

Os parametros de Michaelis-Menten, a velocidade maxima (Vyax)
de reacdo e a constante de afinidade (Ky) foram obtidos utilizando
diferentes concentra¢des de substrato (pectina citrica), variando de 2,0 a
50,0 g.L'. A enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash mostrou
maior afinidade com o substrato.
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CAPITULO IV
IMOBILIZACAO
Objetivos

Imobilizar o complexo enzimético pectinolitico comercial em
suporte de gelatina-alginato e poliuretano;

4.1 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Enzimas

Para a condugdo do estudo, foram utilizadas duas pectinases
comerciais, na forma livre, que foram gentilmente cedidas pela empresa
LNF Latino Americana Ltda. Os nomes comerciais sdo Pectinex® Ultra
SP-L e Pectinex® Mash. Ambas enzimas produzidas por fermentagao
submersa pelos fungos filamentosos Aspergillus aculeatus e Aspergillus
niger.

A medida da atividade enzimdtica para as enzimas seguem a
metodologia descrita nos itens 3.1.3.1 para a PMGL e 3.1.3.2 para a
PME (Capitulo III).

4.1.2 Reagentes

Os reagentes empregados para o estudo da imobilizagdo foram:

¢ Alginato de sédio (Cinética Reagentes-Solucdes®);

¢ Gelatina alimenticia de origem bovina com um Bloom < 260 g
(Gelita®);

¢ Tampao oxalato de s6dio (Merck®) pH 5,5;

e Cloreto de calcio 75 mM (Vetec®);.

¢ Pectina citrica (Vetec®);

e Tampao acetato de sédio (Vetec®); pH 4,5;

¢ [socianato (Empresa Flexivel poliuretanos);

¢ Poliol (Empresa Flexivel poliuretanos);

Os reagentes utilizados para a medida de atividade enzimatica
foram listados no item 3.1.2.
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4.1.3 Imobilizacao em diferentes suportes
4.1.3.1 Imobilizacdo da enzima em suporte de gelatina-alginato

Na imobilizacdo foram empregadas gelatina e solugdo de CaCl,,
segundo método proposto por Shen (2011) e Vargas (2013) com
modificacdes. Para o preparo da solugcdo gel, adicionou-se 10 mL de
solucdo tampdo oxalato de sédio e 2 % de alginato de sédio, que foram
aquecidos (~60 °C) até a dissolucdo. Apds o resfriamento da solucdo gel,
acrescentou-se 3 mL de extrato enzimdtico (Pectinex® Mash e
Pectinex® Ultra SP-L). O gel formado foi gotejado em 50 mL de
solucdo de CaCl, 75 mmol/L previamente preparado com 1 % de
gelatina. Em seguida, as microesferas foram lavadas com 100 mL de
dgua destilada e 100 mL de tampao acetato de sodio (100 mM, pH 4.5) e
entdo, armazenadas a 4 °C em recipiente de pléstico com tampa, sendo
este recipiente plastico com a enzima colocado dentro de um vidro com
silica gel. O procedimento da imobiliza¢do podera ser visualizado no
Fluxograma apresentado na Figura 10.
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Figura 10 - Fluxograma de imobilizacdo das pectinases em suporte gelatina-
alginato.

10 mL de solugio tampdo oxalato de sédio
2% de alginato de sédio
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|

I Formagdo de microesferas J

]

Lavagem:
-100 mL de dgua destilada
-100 mL de tamp#o acetato de sddio

L 4

Armazenamento |

Fonte: O autor.

4.1.3.2 Imobilizagdo enzimdtica em suporte de poliuretano (PU)

A reagdo de polimerizagdo do poliuretano foi realizada variando a
razdo molar dos mondmeros poliol-isocianato (5:3,v/v), com base no
trabalho realizado por Silva et al,. (2013).

A reagdo de polimerizacdo foi conduzida com uma seringa
graduada pela qual os mondmeros foram misturados e, posteriormente,
homogeneizados com auxilio de um bastio de vidro, durante 30 s. Apds
esta etapa ocorreu o estigio de polimerizacdo (5 minutos) do
poliuretano, expansdo da espuma e completa solidificagao.

O procedimento experimental para imobilizagdo da enzima em
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PU foi realizado empregando a concentracio dos mondmeros
selecionada (poliol-isocianato, 5:3 v/v) adicionado 1 mL do complexo
pectinolitico comercial (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L) com
posterior estudo da imobilizac¢do e consequente formacao de polimero.

Para imobilizagdo, a pectinase foi homogeneizada no mondmero
poliol e apés, ao isocianato, sendo o recipiente mantenedor da mistura
envolto em banho de gelo, buscando evitar o aumento excessivo da
temperatura devido a reacdo exotérmica gerada pela mistura dos
monodmeros, de acordo com o esquema apresentado na Figura 15.

Apés a etapa de polimerizacdo, o poliuretano contendo a enzima
(imobilizado) foi mantido durante 24 h em dessecador para equaliza¢do
do teor de umidade.

Decorrida a polimerizacdo, a estrutura formada com a enzima
inclusa foi triturada, homogeneizada, tratada em fluidos pressurizado e
submetida a medida das atividades enzimdticas de pectina liase e
pectinametilesterase

Figura 11 — Apresentacdo esquematica do procedimento de imobilizagdo da
pectinase em suporte de poliuretano (PU).

I Poliol + enzima ‘ ‘ Isocianato ‘

[

b 4

I Homogeneizar (30s) em banho de gelo ‘

L 4

| Polimerizacdo (5 min) ‘

—

Enzima imobilizada em espuma de
poliuretano

| Imobilizado triturado ‘

| Determinacdo da atividade ‘

Fonte: O autor.
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4.1.4 Rendimento de imobilizacao

Para determinar o rendimento da imobilizacdo (RI) foram
quantificadas as atividades dos complexos enzimaticos Ultra SP-L e
Mash (PME e PMGL) no extrato pectinolitico livre e imobilizado em
suporte de alginato-gelatina bem como no sobrendante, seguidos de
procedimentos especificados nos itens 3.1.3.1 para a PMGL e 3.1.3.2
para a PME. O cidlculo do rendimento foi realizado de acordo com a
equagdo 9.

RI(%) = % 100 )

Onde:

RI = Rendimento (%);

U= Atividade da enzima livre oferecida (U/mL);
Usg = Atividade enzimatica do sobrenadante (U/mL);
U = Atividade enzimdtica do imobilizadado (U/g).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Atividade das pectinases comerciais livres e imobilizadas

A Tabela 6 apresenta os resultados comparativos das atividades
enzimdticas de pectinameteliesterase e pectina liase dos complexos
enzimaticos comerciais Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash, livre e
imobilizadas em suporte de gelatina-alginato e poliuretano.

Tabela 6 — Comparacdo das atividades enzimdticas de PMGL e PME dos
complexos enzimdticos comerciais Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash
livre e imobilizado em suporte de gelatina-alginato e poliuretano.

Pectin merciai Pectinex® Pectinex®
ectinases comerciais Mash Ultra SP-L
PMGL PME PMGL PME
Atividade da enzima livre (U/mL) 654,45 20,75 428,25 44,2

Atividade da 31.121ma 1.moblhzada em 1525  34.49 10.8 14.68
suporte gelatina-alginato (U/mL)

Atividade da enzima imobilizada em

16,32 21,42 15,76 1,6
suporte de poliuretano (U/mL) ’
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A enzima PMGL dos dois complexos estudados mostrou um
superior valor de atividade livre, quando comparado ao valor da enzima
PME. Porém, quando as enzimas foram imobilizadas, a PME do
complexo Pectinex® Mash mostrou um ganho de atividade nos dois
suportes testados. A principal vantagem dos dois tipos de suportes
utilizados € a facil recuperacdo do meio reacional, o que permite a sua
utilizacdo em diferentes ciclos.

A enzima PME do complexo Pectinex® Ultra SP-L perdeu a sua
atividade quando imobilizada em PU, provavelmente devido ao aumento
de temperatura durante a reacdo entre o poliol e o isocianato para a
formacdo da espuma e imobiliza¢cdo da enzima.

4.2.2 Rendimento de imobilizacao

O rendimento é um pardmetro para determinar a eficiéncia do
processo de imobiliza¢do, sendo mais eficiente na medida que se
consiga encapsular a maior quantidade de enzima possivel. Apds o
encapsulamento do extrato enzimdtico pectinolitico, realizou-se a
determinacdo do rendimento de imobilizagdo. A Tabela 7 apresenta os
resultados de rendimento obtidos nas matrizes de estudo.

Tabela 7 - Resultados referente ao rendimento de imobilizacdo em gelatina-
alginato para os complexos enzimaticos Pectinex® Ultra SP-L. e Mash (enzimas
PMGL e PME).

Parametros experimentais PMGL PME

Ultra SP-L Mash | Ultra SP-L Mash
Volume de extrato enzimatico (mL) 3,0 3,0 3,0 3,0
Atividade do extrato (U/mL) 16,6 17,5 31,6 34,1
Atividade total oferecida (U) 49,8 52,3 95,0 102,5
Massa de imobilizado (g) 10,67 10,26 10,67 10,26
Atividade do imobilizado (U/g) 13,1 13,2 23,0 18,17
Atividade total no imobilizado (U) 139,8 135,5 246,0 186,5
Volume de sobrenadante (mL) 47,0 47,0 47,0 47,0
Atividade do sobrenadante (U/mL) 0,1 0,2 0,07 0,08
Atividade total/sobrenadante (U) 4,7 9.4 3,4 3,9
Atividade teérica total no 45,1 429 91,6 98,5
imobilizado (U) *
Rendimento de imobilizacdo (%) ** 309,9 316,0 268,5 189,2

* Diferenca entre a atividade total oferecida (49,8 U) e a atividade total no

sobrenadante (4,7 U);
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** Comparativo entre a atividade Total Tedrica no imobilizado (45,1 U) e a
Atividade Total no Imobilizado obtida Experimentalmente (139,8 U)

Obs. 1: Para a enzima PMGL, os ensaios em branco, ou seja, conduzidos com o
suporte € o sobrenadante oriundos de uma simulacdo de imobilizacdo sem o
extrato enzimatico, ndo apresentaram atividade.

Obs. 2: Para a enzima PME, o suporte e o sobrenadante oriundos de uma
simulag@o experimental de imobilizacdo sem o extrato enzimdtico apresentaram
atividades de 0,49 U/g e 0,14 U/mL, respectivamente.

Pode-se observar que o maior rendimento de imobilizacéo foi de
316,0% obtido pela enzima PMGL do complexo enzimatico
pectinolitico Pectinex® Mash, seguido de 309,9% da enzima PMGL do
complexo enzimatico Pectinex® Ultra SP-L, 268,5% da enzima PME,
do complexo enzimdtico pectinolitico Pectinex® Ultra SP-L e 189,2 da
enzima PME do complexo enzimitico pectinolitico Pectinex® Mash.

Assis et al., (2004) realizaram um screening de suportes
reticulados com glutaraldeido (2,5%) para imobilizagdo do extrato
parcialmente purificado de pectinametilesterase de acerola (Malighia
glabra L.) e obtiveram os maiores rendimentos de imobilizacio em
sepharose de 81,7%, seguido do gel de gelatina 78,0% apds 48 horas de
processo.

Shukla et al., (2010) imobilizaram PG de Aspregillus Niger em
nylon 6 ativado com glutaraldeido e obtiveram 40% de rendimento
imobilizado.

Vargas et al., (2015) imobilizaram extrato pectinolitico em
polimero inorgénico de alginato-gelatina-célcio e obtiveram 72,7% de
rendimento imobilizado em pH de 5,5.

Silva et al., (2008) imobilizaram amilase de malte de milho por
oclusdo usando alginato de sédio e obtiveram 100% de rendimento.

4.3 CONCLUSOES

As enzimas em estudo mostraram diferentes comportamentos
quando imobilizadas em diferentes suportes. De modo geral, os suportes
empregados (gelatina-alginato e poliuretano) atenderam as expectativas
do estudo proposto. Porém, a enzima PME do complexo Pectinex®
Ultra SP-L teve a sua atividade reduzida durante a imobilizacdo em
poliuretano.

A enzima PMGL do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Mash apresentou o maior rendimento de imobilizagdo (316,0%), seguida
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da enzima PMGL do complexo Pectinex® Ultra SP-L (309,9%) em
gelatina-alginato.
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CAPITULO V
TRATAMENTO DE ENZIMAS EM FLUIDO PRESSURIZADO
Objetivos

Estudar o efeito das varidveis temperatura, taxa de
despressurizacdo, tempo e pressdo, na atividade de pectina liase e
pectinametilesterase das pectinases comerciais (Pectinex® Ultra SP-L e
Pectinex® Mash) imobilizadas em diferentes suportes (gelatina-alginato
e poliuretano)

Avaliar a potencialidade de reutilizacdo dos complexos
pectinoliticos comerciais imobilizados e tratadas com fluido
pressurizado-GLP

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Tratamento com fluido pressurizado

O tratamento com fluido pressurizado realizado para as enzimas
comerciais (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L) imobilizadas em
suporte gelatina-alginato, como descrito no item 4.1.3.1, utilizando o
gés liquefeito de petrdleo - GLP pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 12 - Diagrama do tratamento enzimdtico com fluido pressurizado (GLP).

L Enzima imobilizada em suporte gelatina-alginato J

4 8

‘ Pectinex Mash ‘ ‘ Pectinex Ultra ‘

L L L A4

ME ‘ t PMGL ‘ L PME ‘ t PMGL ‘
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L Jd Lo

Fonte: O autor.
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5.1.1.1 Reagentes

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

5.1.2 Aparato experimental para tratamento da enzima em fluido
pressurizado

O equipamento consiste basicamente de um reservatério de
solvente, dois banhos termostdticos, uma bomba de seringa (ISCO
260 D), uma reator de ago inoxiddvel com um volume interno de 3 mL,
um transdutor de pressdo absoluta (Smar, LD301) equipado com um
programador portétil (Smar, HT201) com uma precisdo de + 0,4 bar. O
diagrama esquemadtico do equipamento € apresentado na Figura 13. O
equipamento foi construido para conduzir os experimentos até 350 bar e
80°C (FRICKS et al., 2006; FRANKEN et al., 2010). Todas as linhas de
montagem experimental empregaram tubula¢des de aco inoxidavel com
diametro externo 1/16>° (HIP). Uma “check valve” (HIP 15-41AF1-
T316SS) foi colocada entre a bomba e o reservatério de solvente para
evitar o refluxo de solvente pressurizado.

Duas outras valvulas micrométricas (HIP 15-11AF2 316SS)
completaram o aparato experimental, uma localizada apés a bomba de
seringa, na entrada da célula de alta pressdo, para permitir o
carregamento de solvente e a outra logo apds a célula para realizar a
descarga do solvente. A célula de alta pressdo encontrava-se acoplada a
um aquecedor revestido de uma manta térmica. Um diagrama
esquemadtico da unidade é mostrado na Figura 13 e uma vista geral da
unidade e detalhes do reator (célula de aco inoxidavel) utilizado nos
experimentos podem ser verificados nas Figuras 14 e 15,
respectivamente.
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Figura 13 — Diagrama esquemdtico do aparato utilizado no tratamento das
enzimas com o fluido pressurizado. A - reservatério de solvente; B - banho
termostatico; C - bomba de seringa; D - reator/célula de ago; E — Indicador de
pressdo; F - Transdutor de pressdo; G - valvula micrométrica.
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Fonte: O autor.

Figura 14 — Aparato utilizado no tratamento das enzimas com o fluido
pressurizado. 1- Banho Termostdtico; 2- Bomba de seringa; 3- Transdutor de
pressdo, temperatura e agitacdo; 4- Reator/célula de ago equipada com
mandmetro e manta de aquecimento; 5- Cilindro contendo gas GLP.

Fonte: O autor.
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Figura 15 — Detalhes da célula montada e acoplada ao equipamento de alta
pressdo (a) e em (b) da célula de ago inoxiddvel com capacidade para 36 g de
imobilizado pectinolitico.

Fonte: O autor.

5.1.2.1 Procedimento experimental

O banho termostdtico foi ajustado para 37 °C para todos os
experimentos. Quando a temperatura encontrava-se estdvel, a enzima
imobilizada (em média 36 g) foi acondicionada na célula e esta era
acoplada ao sistema. Apds este procedimento, o sistema era alimentado
e pressurizado com GLP até a pressdo estabelecida pelo planejamento
experimental por um tempo determinado. Depois de decorrido o tempo
estipulado, o sistema era despressurizado a uma taxa também
estabelecida no item 5.1.3.

A atividade enzimatica era determinada antes (atividade inicial) e
apos (atividade final) ao tratamento com fluido pressurizado, utilizando
~0,5 g do extrato pectinolitico imobilizado. A atividade residual foi
determinada de acordo com o exposto na Equacgéo 10.

Atividade apds pressurizagio

Atividade residual(%) =

.100 (10)

Atividade antes da pressurizac¢do

5.1.3 Planejamento de experimentos

Com o objetivo de avaliar os efeitos das varidveis do processo
(press@o, taxa de despressurizacdo e tempo de exposi¢do) sobre a
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atividade enzimdtica, um planejamento composto central 2° foi
realizado. A Tabela 8 apresenta o intervalo de estudo das varidveis
independentes para as pectinases comerciais (Pectinex® MASH e
Pectinex® Ultra SP-L) imobilizadas a serem tratadas com GLP.

Tabela 8 — Varidveis e niveis experimentais avaliados nos planejamentos para
GLP pressurizado.

Variaveis Independentes Niveis

-1 0* 1
Pressao (bar) 30 110 190
Tempo (h) 1 3,5 6
R (bar.min™) 20 60 100

*Triplicata do ponto central.

5.1.4 Reutilizacdo do extrato pectinolitico imobilizado apoés
tratamento com GLP

As esferas do extrato pectinolitico imobilizado (~0,5 g) foram
usadas sucessivamente em diferentes ciclos de medida de atividade
(procedimentos especificados nos itens 3.1.3.1 para a PMGL e 3.1.3.2
para a PME). A cada ciclo de reuso, aproximadamente 0,5 g do
imobilizado utilizado anteriormente permanecia em contato por 5 min
em 20 mL de solu¢do de acetato de sédio (100 mM, pH 4.5).
Posteriormente, foi realizada a secagem a vicuo das esferas utilizando
funil de buchner e kitassato. A atividade das pectinases (PMGL e PME)
inicial foi considerada 100% e avaliou-se a atividade residual (%) apds
cada ciclo de reuso, conforme a Equacdo 11.

__ Atividade de PMGLno ciclon
~  Atividade de PMGL inicial

RA

100 a1n

5.1.5 Tratamento estatistico
Os resultados foram tratados estatisticamente por andlise de

variancia (ANOVA), seguido de comparacdo das médias pelo teste de
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Tukey, com o software Statistica versdo 8.0, com nivel de confianca de
95 %.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa sdo demonstrados e discutidos os resultados obtidos
para atividade enzimdtica das pectinametilesterase e pectina liase dos
complexos enzimdticos comerciais Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex®
Mash. As mesmas foram imobilizadas e submetidas aos tratamentos
com fluido pressurizado (GLP).

5.2.1 Efeito do tratamento com GLP na atividade das pectinases dos
complexos enzimaticos comerciais Pectinex® Ultra SP-L e
Pectinex® Mash imobilizados em suporte gelatina-alginato

Os complexos enzimdticos comerciais (Pectinex® Ultra SP-L e
Pextinex® Mash) imobilizados em suporte gelatina-alginato foram
submetidos ao tratamento em fluido pressurizado (GLP). A atividade
enzimatica e a atividade residual foram determinadas logo apds o
tratamento com GLP pressurizado.

5.2.1.1 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP-L imobilizado em suporte de gelatina-alginato

A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2°
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual (%) da
enzima pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP-L imobilizado em gelatina-alginato, apds o
tratamento com GLP. Verifica-se que houve aumento de atividade
enzimdtica da pectinametilesterase em quase todos 0s experimentos
tratados com fluido pressurizado (GLP).

De acordo com a Tabela 9, verifica-se que a maior a atividade
residual de 119% foi obtida nos ensaios 9, 10 ¢ 11 (Pressdo = 110 bar;
Tempo = 3,5 h; R= 60 bar.min-!) 119 % e a menor atividade residual
ocorreu no experimento 3 (Pressdo = 30bar; Tempo = 6h; R =
20 bar.min-!). O tratamento estatistico dos resultados da tabela 9
permitiram somente avaliar os efeitos estimados das varidveis conforme
demonstrado no grafico de pareto (Figura 16) pois, o F calculado foi
menor que o F tabelado ndo permitindo validar o modelo e construir



117

superficie de resposta e/ou curva de contorno. Verifica-se que a pressio
e as interagOes das varidveis estudadas exerceram efeitos significativos
(p<0,05) positivos. No entanto, o tempo e a taxa de despressurizacdo
influenciaram negativamente na atividade da enzima PME da Pectinex
Ultra SP-L

Tabela 9 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado GLP e resposta em atividade residual de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimético comercial Pectinex® Ultra
SP-L imobilizada em suporte gelatina-alginato.

Complexo enzimatico comercial - Pectinex® Ultra SP-L

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual de
(bar) (h) (bar.min-1) PME
(%)

1 30 (-1) 1(-1) 20 (-1) 103,88
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 98,70
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1) 93,12
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 94,82
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 109,94
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 108,31
7 190 (1) 6 (1) 20 (-1) 103,20
8 190 (1) 6 (1) 100 (1) 105,58
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 119,34
10 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 119,41
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 119,37

Atividade Enzimética Imobilizada Inicial = 14,68 U/g
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Figura 16 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 2° para a atividade residual de PME do complexo enzimatico comercial
Pectinex® Ultra SP-L imobilizada em suporte gelatina-alginato.
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Alguns trabalhos apresentados na literatura relatam que o uso de
solventes com baixa constante dielétrica, tais como o propano, poderiam
manter ou aumentar a atividade e estabilidade enzimatica (KNEZ e
HABULIN, 2001; OLIVEIRA et al.,, 2006; FRICKS et al., 2006).
Possivelmente, isto esteja associado ao incremento da atividade de PME
nos ensaios 1, 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11 (Tabela 9), j4 que o GLP utilizado
apresenta em sua composi¢ao 50,3 % de propano.

Na literatura ndo foi encontrado estudos que realizaram
tratamentos com fluidos pressurizados de pectinases, mas relatado com
outras enzimas (lipases, inulinases). Oliveira et al., (2006) submeteram
as lipases IM, Novozym 435 e de Yarrowia lipolytica ao processamento
com propano (30-250 bar) e butano (10-250 bar). Para o processamento
com propano as lipases Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica
apresentaram perda menos pronunciada na atividade, enquanto que a
Novozym 435 apresentou um ganho de atividade em todas as condi¢des
experimentais investigadas. O processamento com butano apresentou o0s
mesmos resultados apontados no processamento com propano. O
butano, por apresentar uma baixa constante dielétrica, preserva a
conformacdo enzimdtica sob altas pressdes, diminuindo os possiveis
efeitos da desnaturacdo que levam a diminui¢@o da atividade enzimatica.
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Silva (2011) comprovou que a fracdo de butano (28 %)
encontrada no GLP possui uma maior influéncia na atividade especifica
da enzima e também obteve melhores resultados nas enzimas inulinases,
quando estas foram expostas por menor tempo (1 h) ao GLP do que
quando exposta em gases puros.

5.2.1.2 Efeito do tratamento do fluido pressurizado (GLP) na atividade
de pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Ultra SP-L imobilizado em suporte de gelatina-alginato

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2}
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual da PMGL
(%) do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Ultra SP-L
imobilizado, apds o tratamento com GLP. Verifica-se que houve
aumento de atividade enzimdtica de PMGL nos ensaios 1, 2, 3 e 4,
sendo que a maior atividade residual foi de 114 % (Ensaio 2). Porém
nos demais ensaios houve um decréscimo da atividade apds o
tratamento com GLP.

A Tabela 37 apéndice XIII, apresenta os coeficientes de
regressdo, erro padrdo, valores de pressdo e temperatura (2), para a
atividade residual de pectina liase. As varidveis independentes pressao,
tempo e a intera¢do tempo e taxa de despressuriza¢do mostraram uma
influéncia significativa (p <0,05) negativa sobre a atividade residual da
enzima pectina liase. No entanto, as varidveis taxa de despressurizagao,
interagdo pressdo e tempo e interagdo pressio e taxa de despressurizagio
apresentaram influéncia significativa (p<0,05) positiva sobre a atividade
residual de pectina liase. Os fatores ndo significativos foram
adicionados a falta de ajuste para a andlise de varidncia - ANOVA
(Tabela 42, apéndice XIV).
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Tabela 10 - Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado - GLP e resposta em atividade residual de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Ultra SP-L
imobilizada em suporte gelatina-alginato.

Complexo enzimatico comercial — Pectinex® Ultra SP-L

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual de
(bar) (h) (bar.min-!) PMGL (%)
1 30 (-1) L(-D 20 (-1) 110,23
2 30 (-1) L(-D 100 (1) 114,32
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1) 106,07
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 106,58
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 89,97
6 190 (1) L(-1) 100 (1) 96,53
7 190 (1) 6 (1) 20 (-1 93,02
8 190 (1) 6(1) 100 (1) 94,04
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 96.36
10 110 (0) 3,5 (0) 60 (0) 96,40
1 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 96,30

Atividade Enzimética Imobilizada Inicial = 10,8 U/g

A Equacdo 12 apresenta o modelo codificado, que descreve a
atividade residual de pectina liase em fungdo das varidveis analisadas
(pressdo, tempo e taxa de despressurizagdo), dentro das faixas
estudadas. O modelo foi validado pela andlise de varidncia, onde
obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,95 e o F calculado de 1,13
vezes maior que o valor tabelado (6,16), os quais permitiram a
construgdo das superficies de resposta e curva de contorno apresentadas
na Figura 17. O coeficiente de correlagdo quantifica a qualidade do
ajustamento, pois fornece uma medida da propor¢do da variacdo
explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variagdo total das
respostas, variando de 0 a 100 % (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

AR =99.98 -7.95. X1 -1.42.X2 + 1.52.X3 + 1.56.X1.X2 + 0.373.X1.X3
-1.14.X2.X3 12)
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Onde:

AR = Atividade Residual de pectina liase — PMGL (%);
X = Pressido (bar);

X, = Tempo (h);

X3 = Taxa de Despressurizag¢do (bar.min-1).

Figura 17 - Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade residual
de pectina liase (Pectinex Ultra SP-L) submetida ao tratamento com GLP
pressurizado: (a) tempo e pressdo; (b) taxa de despresssurizacdo e pressdo; (c)

despressurizacdo (R) e tempo, respectivamente.
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A Figura 17 mostra que a méaxima atividade residual de PMGL,
encontra-se na regido proxima a maior taxa de despressurizacio
(~100 bar.min-!) e nas faixas de menor pressdo (~30 bar) e tempo (~1h).
Conforme relatado anteriormente, a taxa de despressurizagdo apresentou
efeito significativo (p<0,05) positivo. No entanto, o tempo e a pressdo
isoladamente apresentaram efeitos significativos (p<0,05) negativo,
demonstrando que maiores atividades residuais sdo obtidas quando o
tempo de exposicdo da enzima e a pressdo do sistema forem menores € a
uma despressurizacdo rdpida do sistema.

De acordo com Knez e Habulin (2001), a despressuriza¢do é um
dos fatores que mais afeta a atividade das enzimas. O fluido
pressurizado entra em contato com a estrutura tercidria da enzima de um
modo lento. Quando o sistema € despressurizado rapidamente hd uma
expansdo rdpida do fluido, isso ocasiona uma diferenca de pressao entre
o ambiente onde se encontra a enzima e a sua pressao interna, gerando
um desdobramento na estrutura da enzima, podendo levar a um aumento
da sua atividade e a seletividade.

A redugdo da atividade enzimdtica de PMGL (Pectinex® Ultra
SP-L) imobilizada, nos ensaios 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11 (Tabela 10) pode ser
devido a desnaturagdo de proteina induzida por pressdo. Alguns autores
(JACKSON e ELLER, 2006) relatam que a desnaturagio pela acdo da
pressdo poderd ser um processo reversivel, diferente da desnaturagdo
causada por temperatura.

5.2.1.3 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico Pectinex® Mash
imobilizado em suporte gelatina-alginato

A Tabela 11 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2}
(valores reais e codificados) do tratamento com fluido pressurizado -
GLP e resposta em atividade residual de pectinametilesterase (PME) do
complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash. Verifica-se que houve
aumento de atividade enzimdtica da pectinametilesterase (Pectinex®
Mash) em praticamente todos os experimentos, exceto ao do ensaio 3,
tratados com fluido pressurizado (GLP).
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Tabela 11 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado - GLP e resposta em atividade residual de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Mash imobilizada em suporte gelatina-alginato.

o s4e . . ®
Complexo enzimatico comercial — Pectinex™ Mash

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual de
(bar) (h) (bar.min-1) PME
(%)

1 30 (-1) 1(-1) 20 (-1) 106,58
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 103,33
3 30 (-1) 6(1) 20 (-1) 98,63
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 104,55
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 104,46
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 102,87
7 190 (1) 6 (1) 20 (-1) 100,84
8 190 (1) 6 (1) 100 (1) 109,10
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 109,51
10 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 111,30
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 110,03

Atividade Enzimatica Imobilizada Inicial = 34,49 U/g

De acordo com a Tabela 11, verifica-se que a maior a atividade
residual de PME foi de 111 % obtida no ensaio 10 (Pressdo = 110 bar;
Tempo = 3,5 h; R= 60 bar.min-!). Estes resultados podem ser melhor
visualizados pelo gréfico de pareto (Figura 18), onde verifica-se que a
pressdo, taxa de despressurizagdo e as interagcdes com a pressdo
exerceram efeitos significativos (p<0,05) positivos. No entanto, o tempo
e a interacdo do tempo com a taxa de despressurizacdo influenciaram
negativamente na atividade da enzima PME da Pectinex® Mash
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Figura 18 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimdtica de pectinametilesterase (PME) do
complexo Pectinex® Mash.

p=CE
feilo elinads (Velor absaulo)

5.2.1.4 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico Pectinex® Mash
imobilizados em suporte gelatina-alginato

A Tabela 12 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2}
(valores reais e codificados) do tratamento com fluido pressurizado -
GLP e resposta em atividade residual de pectina liase (PMGL) do
complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash. Verifica-se que em
todos os ensaios realizados obteve-se incremento na atividade relativa

residual.
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Tabela 12 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado - GLP e resposta em atividade residual de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash
imobilizada em suporte gelatina-alginato.

Complexo enzimatico comercial — Pectinex® Mash

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade
(bar) (h) (bar.min-1) Residual de
PMGL
(%)

1 30 (-1) 1(-1) 20 (-1) 122,16
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 117,96
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1) 103,40
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 114,22
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 138,42
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 110,55
7 190 (1) 6 (1) 20 (-1) 104,19
8 190 (1) 6 (1) 100 (1) 130,42
9 110 (0) 3,5 (0) 60 (0) 121,37
10 110 (0) 3,5 (0) 60 (0) 120,59
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 119,93

Atividade Enzimatica Imobilizada Inicial = 15,25 U/g

De acordo com a Tabela 12 verifica-se que a mdxima atividade
residual foi de 138,42 % (Ensaio 5), com pressdo de 190 bar; tempo de
exposicdo de 1hora e taxa de despressurizagdo de 20 bar.min-!,
demonstrando um incremento de 38 % em relacdo a atividade de pectina
liase inicial. Esses resultados podem ser melhor visualizados pelos
efeitos estimados apresentados no gréfico de Pareto (Figura 19), onde
verifica-se que a pressdo e a interacdo entre o tempo e a taxa de
despressurizacdo exerceram efeitos significativos (p<0,5) positivos
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sobre a atividade de pectina liase, embora que o tempo isolado tenha
exercido efeito significativo (p<0,5) negativo, indicando que maiores
atividades residuais s@o obtidas quando a pressdo é aumentada e o
tempo diminuido.

Figura 19 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimatica de pectina liase (PMGL) do complexo
Pectinex® Mash.

Efeito estimado (Valor absolulo)

Marcon (2012) ao tratar a enzima comercial (Pectinex® Mash)
imobilizado em suporte de alginato de sédio e carvdo ativado com GLP
pressurizado, obteve um aumento de 17,24 % sobre a atividade inicial
de pectinametilesterase, na condi¢do em que estava exposta a maior
pressao (270 bar) durante o menor tempo (1 h) submetida a uma taxa de
despressurizacdo rapida (100 bar/min).

5.2.2 Efeito do tratamento com GLP na atividade das pectinases dos
complexos enzimaticos comerciais Pectinex® Ultra SP-L e
Pectinex® Mash imobilizados em suporte de poliuretano (PU)

Os complexos enzimdticos comerciais (Pectinex® Ultra SP-L e
Pextinex® Mash) imobilizados em suporte de poliuretano (PU) foram
submetidos ao tratamento em fluido pressurizado (GLP). A atividade
enzimdtica e a atividade residual foram determinadas logo apds o
tratamento com GLP pressurizado.
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5.2.2.1 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP — L imobilizado em suporte de poliutretano (PU)

A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2}
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual (%) da
enzima pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP-L imobilizado em poliuretano, apds o tratamento
com GLP. Verifica-se que houve aumento de atividade enzimética da
pectinametilesterase (Pectinex® Ultra SP-L) em quase todos os
experimentos tratados com fluido pressurizado (GLP).

De acordo com a Tabela 13, verifica-se que a maior a atividade
residual foi obtida nos ensaios 6 e 7(Pressdo = 190 bar; Tempo = 1 h;e 6
h, R= 100 bar.min-!) de 156,25 % e a menor atividade residual
(81,25 %) ocorreu no experimento 3 (Pressdo = 30 bar; Tempo = 6 h; R
= 20 bar.min-1).

Os resultados da Tabela 13 podem ser melhor visualizados pelo
grafico de pareto (Figura 20), onde verifica-se que a pressdo e a
interacdo do tempo e a taxa de despressurizacdo exerceram efeitos
significativos (p<0,05) positivos. No entanto, o tempo e a interacio
tempo com a taxa de despressurizacdo influenciaram negativamente na
atividade da enzima PME da Pectinex® Ultra SP-L.
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Tabela 13 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado GLP e resposta em atividade residual de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimético comercial Pectinex® Ultra
SP-L imobilizada em suporte de poliuretano.

Complexo enzimatico comercial - Pectinex® Ultra SP-L

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual de
(bar) (h) (bar.min-1) PME
(%)

1 30 (-1) 1(-1) 20 (-1) 150,00
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 100,00
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1) 81,25
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 131,25
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 93,75
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 156,25
7 190 (1) 6(1) 20 (-1) 156,25
8 190 (1) 6(1) 100 (1) 93,75
9 110 (0) 3,50 60 (0) 131,25
10 110 (0) 3,50 60 (0) 128,75
11 110 (0) 3,50 60 (0) 128,75

Atividade Enzimadtica Imobilizada Inicial = 1,6 U/g
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Figura 20 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimdtica de pectinametilesterase (PME) do
complexo enzimatico comercial Pectinex® Ultra SP-L.

5.2.2.2 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Ultra SP-L imobilizado em suporte poliuretano (PU)

A Tabela 14 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2°
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual (%) da
enzima pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP-L imobilizado em poliuretano, apds o tratamento
com GLP. Verifica-se que ndo houve aumento de atividade enzimdtica
da pectinametilesterase (Pectinex® Ultra SP-L) em todos os
experimentos tratados com fluido pressurizado (GLP).

De acordo com a Tabela 14, verifica-se que ndao houve aumento
da atividade enzimadtica. Estes resultados podem ser melhor visualizados
pelo gréfico de pareto (Figura 21), onde verifica-se que a interagdo das
varidveis tempo e taxa de despressurizacdo exerceram efeito
significativo (p<0,05) negativo na atividade da enzima PME da
Pectinex® Ultra SP-L.
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Tabela 14 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado GLP e resposta em atividade residual de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Ultra SP-L
imobilizada em suporte de poliuretano.

Complexo enzimatico comercial - Pectinex® Ultra SP-L

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual

(bar) (h) (bar.min-1) de PMGL
(%)
1 30 (-1) L(-1) 20 (-1 39,18
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 52,63
3 30 (-1) 6(1) 20 (-1) 48,83
4 30 (-1) 6(1) 100 (1) 36,33
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 43,20
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 63,73
7 190 (1) 6(1) 20 (-1) 46,12
8 190 (1) 6 (1) 100 (1) 53,13
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 54,59
10 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 55,60
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 50,24

Atividade Enzimatica Imobilizada Inicial = 15,76 U/g

A reducdo da atividade enzimatica de PMGL (Pectinex® Ultra
SP-L) imobilizada em poliuretano pode ser devido a dificuldade
encontrada pelo gds GLP para transpor o suporte de imobilizacdo,
devido a mudancas conformacionais da enzima, conforme relatado por
Nakamurra et al., (1996 -1997), para outras enzimas.
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Figura 21 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimdtica de pectina liase (PMGL) do complexo
enzimdtico comercial Pectinex® Ultra SP-L.

5.2.2.3 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico Pectinex® Mash
em suporte de poliuretano (PU)

A Tabela 15 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2°
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual (%) da
enzima pectinametilesterase (PME) do complexo enzimatico comercial
Pectinex® Mash imobilizado, apds o tratamento com GLP. Verifica-se
que houve aumento de atividade enzimdtica da pectinametilesterase
(Pectinex® Mash) nos experimentos 6, 9, 10 e 11 tratados com fluido
pressurizado (GLP).

De acordo com a Tabela 15, verifica-se que a maior a atividade
residual de PME foi de 103 % obtida no ensaio 11 (Pressdo = 110 bar;
Tempo = 3,5 h; R= 60 bar.min-!). Estes resultados podem ser melhor
visualizados pelo gréfico de pareto (Figura 22), onde verifica-se que a
pressdo, taxa de despressurizacio e a interacdes da taxa de
despressurizacdo com a pressdo e tempo exerceram efeitos significativos
(p<0,05) positivos. No entanto, o tempo e a interacido da pressdo com o
tempo influenciaram negativamente na atividade da enzima PME da
Pectinex® Mash.
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Tabela 15 - Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado - GLP e resposta em atividade residual de
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Mash imobilizada em suporte de poliuretano.

Complexo enzimatico comercial — Pectinex® Mash

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade
(bar) (h) (bar.min-1) Residual de PME
(%)

1 30 (-1) 1(-1) 20 (-1) 91,69
2 30 (-1) 1(-1) 100 (1) 89,72
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1) 95,33
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 92,67
5 190 (1) 1(-1) 20(-1) 96,35
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 102,98
7 190 (1) 6(1) 20 (-1) 78,61
8 190 (1) 6 (1) 100 (1) 95,93
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 103,03
10 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 102,84
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 103,40

Atividade Enzimatica Imobilizada Inicial = 21,42 U/g
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Figura 22 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimdtica de pectinametilesterase (PME) do
complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash.
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5.2.2.4 Avaliagdo do efeito do tratamento com GLP na atividade de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Mash imobilizado em suporte poliuretano (PU)

A Tabela 16 apresenta a matriz do planejamento fatorial 2}
(valores reais e codificados) e respostas em atividade residual (%) da
enzima pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Mash imobilizado, apds o tratamento com GLP. Verifica-se
que ndo houve aumento de atividade enzimdtica da pectina liase
(Pectinex® Mash) em todos os experimentos tratados com fluido
pressurizado (GLP).
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Tabela 16 — Matriz do Planejamento fatorial 2} (valores reais e codificados) do
tratamento com fluido pressurizado GLP e resposta em atividade residual de
pectina liase (PMGL) do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash
imobilizada em suporte de poliuretano.

Complexo enzimatico comercial - Pectinex® Mash

Ensaio Variaveis Independentes Resposta
Pressao Tempo R Atividade Residual

(bar) (h) (bar.min-1) de PMGL
(%)
1 30 (-1) L(-1) 20 (-1 36,71
2 30 (-1 1(-D 100 (1) 73,34
3 30 (-1) 6 (1) 20 (-1 27,54
4 30 (-1) 6 (1) 100 (1) 82,90
5 190 (1) 1(-D 20(-1) 32,46
6 190 (1) 1(-1) 100 (1) 19,37
7 190 (1) 6 (1) 20 (-1 91,35
8 190 (1) 6(1) 100 (1) 94,10
9 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 84.47
10 110 (0) 3,500 60 (0) 85,60
11 110 (0) 3,5(0) 60 (0) 83,34

Atividade Enzimética Imobilizada Inicial = 16,32 U/g

Os resultados da Tabela 16 podem ser melhor visualizados pelo
grafico de pareto (Figura 23), onde verifica-se que todas as varidveis
influenciaram na atividade de PMGL (Pectinex® Mash), porém a
interacdo da pressio e da taxa de despressurizagdo influenciaram
(p<0,05) negativamente sobre a atividade da PMGL.
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Figura 23 — Gréfico de pareto (efeitos estimados) das varidveis do Planejamento
fatorial 23 para a atividade enzimdtica de pectina liase (PMGL) do complexo
enzimdtico comercial Pectinex® Mash.

(2)Tempol(L)

L2l

1L3L

Efeito estimado (Valor absoluto)

Conforme, discutido anteriormente, possivelmente a reducdo da
atividade enzimdtica de PMGL (Pectinex® Mash) imobilizada em
poliuretano pode ser devido 4 dificuldade encontrada pelo gis GLP para
transpor o suporte de imobilizacdo, devido a mudangas conformacionais
da enzima.

De acordo com os resultados mostrados, a imobilizacio em
gelatina-alginato demonstrou maior eficiéncia, sendo este suporte
escolhido para as préximas etapas do trabalho que consiste na
estabilidade térmica e clarifica¢@o de suco de frutas (Capitulos VI e VII,
respectivamente).

5.2.3 Avaliacao da reutilizacio das pectinases comerciais (Pectinex®
Mash e Ultra SP-L) imobilizadas em suporte de gelatina-alginato
apos tratamento com GLP

As Figuras 24 e 25 mostram os perfis de atividade relativa (%),
em relacdo aos ciclos de reutilizacdo, obtidos para enzimas pectina liase
(PMGL) e pectinametilesterase (PME). A Figura 24 mostra os
resultados obtidos para o complexo Pectinex® Mash e a Figura 25 é
referente aos resultados obtidos para o complexo Pectinex® Ultra SP-L.
Em ambos os casos as enzimas foram imobilizadas em suporte de
gelatina-alginato utilizando os ensaios onde obteve-se os melhores
resultados de atividade apds o tratamento com fluido pressurizado
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(GLP). Utilizou-se a enzima apenas imobilizada sem outro tipo de
tratamento como controle para verificar a eficicia do tratamento
empregado.

Figura 24 — Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimdtico comercial Pectinex®
Mash imobilizado em suporte de gelatina-alginato apds o tratamento com GLP
e nos respectivos ciclos de reutilizacdo (Ensaio 1 PMGL: 190 bar, tempo de 1 h
e 20 bar/min; Ensaio 2 PME: 110 bar, tempo de 3,5 h e 60 bar/min).
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De acordo com a Figura 24 a enzima pectina liase (PMGL)
(Ensaio 1) mostrou o melhor resultado, mantendo a sua atividade por até
6 ciclos de utilizacdo quando a atividade relativa atingiu 60%, enquanto
o controle manteve a atividade por 5 ciclos e atingiu 47% de atividade
relativa. A enzima pectinametilesterase (PME) (Ensaio 2) manteve a sua
atividade por 5 ciclos, onde apresentou 57% de atividade relativa e o seu
controle manteve-se por 3 ciclos com 50% de atividade.
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Figura 25 — Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimético comercial Pectinex® Ultra
SP-L imobilizado em suporte de gelatina-alginato apds o tratamento com GLP e
nos respectivos ciclos de reutilizagdo (Ensaio 1 PMGL: 30 bar, tempo de 1 h e
100 bar/min; Ensaio 2 PME: 110 bar, tempo de 3,5 h e 60 bar/min).
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Conforme a Figura 25, a enzima pectina liase (PMGL) (Ensaio
1) mostrou o melhor resultado, assim como observado na Figura 25. A
enzima manteve a sua atividade por 3 ciclos de utilizagdo e atingiu 53%
de atividade relativa, enquanto que o controle obteve 2 ciclos atingindo
64%. A enzima pectinametilesterase (PME) (Ensaio 2) manteve a sua
atividade por 2 ciclos apresentando 67% de atividade relativa e o seu
controle 56% igualmente em 2 ciclos de utilizacao.

Um dos maiores interesses ao imobilizar uma enzima é obter
um biocatalisador que possa ser reutilizado no processo catalitico. Ao
longo dos reciclos, ¢ comum obter diminui¢do 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 perda de atividade relativa pode ser explicada pela inativacio
da enzima em virtude da desnaturacdo proteica (KEPMKA, 2012).
Geralmente enzimas encapsuladas em alginato de cdlcio, tém
diminuicdo da sua atividade apds seu uso em diferentes ciclos
cataliticos, devido a liberacdo da enzima do suporte como resultado da
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lavagem das esferas no final de cada ciclo, além de mudangas
conformacionais e ao dano mecanico das esferas depois de ser utilizadas
repetidas vezes (REHMAN et al., 2013; WON et al., 2005).

Valores de atividade residual nos reusos de pectinases também
se t€m reportado, porém em outros suportes de imobiliza¢do. Csanddi e
Sisak (2006), ao avaliarem o reuso da enzima Pectinex® Ultra SP-L
imobilizada em resina de Amberlite IRA900 Cl, determinaram, que
pode ser usada por 12 ciclos consecutivos para a producdo de
frutooligossacarideos. Li et al., (2007) estudaram a imobilizacdo de
pectinase comercial em suporte ativado de dgar-gel e encontraram que a
enzima imobilizada manteve 81 % de atividade residual apds 10° ciclo
de reacao.

5.3 CONCLUSOES

As enzimas apresentaram diferentes comportamentos utilizando-
se o mesmo solvente pressurizado mesmo quando submetidas as
mesmas condi¢des experimentais. A consecu¢do do presente trabalho
permite, de maneira geral, concluir que:

e A enzima Pectinex® Ultra SP-L imobilizada em suporte
alginato-gelatina tratada com GLP:

o Obteve-se um acréscimo de 19 % para a atividade de
pectinametilesterase (PME), quando tratada com GLP na pressao
de 110 bar, tempo de exposicdo de 3,5 h e taxa de
despressurizacdo de 60;

o Atividade de pectina liase (PMGL) houve um
decréscimo nos ensaios 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11 e um acréscimo nos
ensaios 1, 2, 3 e 4. O ensaio 2 apresentou maior acréscimo, 14%,
quando tratado com GLP na pressio de 30 bar, tempo de
exposi¢ao de 1 h e taxa de despressurizacdo de 100. As variaveis
independentes pressdo, tempo e a interagdo tempo e taxa de
despressurizagdo mostraram uma influéncia significativa (p
<0,05) negativa sobre a atividade residual da enzima pectina
liase.

¢ A enzima Pectinex® Ultra SP-L imobilizada em suporte de
poliuretano (PU) tratada com GLP:

o Obteve-se um acréscimo de atividade de

pectinametilesterase (PME) de 56% quando submetida a uma
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pressdo de 190 bar por uma hora e despressurizada a uma taxa de
100 bar/min;

o Para a enzima pectina liase (PMGL) verifica-se que ndo
houve aumento da atividade enzimdtica apds tratamento com
GLP.

¢ A enzima Pectinex® Mash imobilizada em suporte alginato-
gelatina tratada com GLP:

o A atividade de pectinase liase (PMGL) incrementou em
38 % quando submetidas a pressdo de 190bar por 1h e
despressurizada a uma taxa de 20 bar/min, respectivamente;

o Para a atividade de pectinametilesterase (PME) houve
um aumento de 11 %, na pressio de 110bar por 3,5h e
despressurizada a uma taxa de 60 bar/min.

e A enzima Pectinex® Mash imobilizadas em suporte
Poliuretano:

o Houve um incremento de 3 % na atividade de
pectinametilesterase (PME) quando submetida a uma pressdo de
110 bar por 3,5 hs e despressurizada a uma taxa de 60 bar/min,
tratada com GLP;

o Para a enzima pectina liase (PMGL) ndo houve
aumento da atividade enzimatica.

® Reuso

o Quanto ao reuso das pectinases comerciais
imobilizadas em suporte gelatina-alginato e tratadas com gés
GLP, a enzima pectina liase (PMGL) do complexo Pectinex®
Mash mostrou o melhor resultado, mantendo a sua atividade por
até 6 ciclos de utilizagdo quando a atividade relativa atingiu 60%,
enquanto o controle manteve a atividade por 5 ciclos e atingiu
47% de atividade relativa. A enzima pectinametilesterase (PME)
manteve a sua atividade por 5 ciclos, onde apresentou 57% de
atividade relativa e o seu controle manteve-se por 3 ciclos com
50% de atividade.

o Para o complexo Pectinex® Ultra SP-L, a enzima
pectina liase (PMGL) mostrou o melhor resultado, assim como
observado para o complexo Pectinex® Mash. A enzima manteve
a sua atividade por 3 ciclos de utilizacdo e atingiu 53% de
atividade relativa, enquanto que o controle obteve 2 ciclos
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atingindo 64%. A enzima pectinametilesterase (PME) manteve a
sua atividade por 2 ciclos apresentando 67% de atividade relativa
e o seu controle 56% igualmente em 2 ciclos de utilizacao.
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CAPITULO VI

ESTABILIDADE ENZIMATICA

Objetivos

Avaliar a estabilidade das enzimas livre e imobilizadas
submetidas ou ndo ao tratamento em fluido pressurizado em diversas
temperaturas.

6.1 MATERIAL E METODOS
6.1.1 Estabilidade térmica

A estabilidade enzimdtica foi avaliada para a enzima livre,
enzima imobilizada e enzima imobilizada tratada com GLP
pressurizado.

A estabilidade apds tratamento com fluidos pressurizados foi
avaliada no ponto em que a enzima teve maior ganho de atividade.
Como as quatro pectinases dos complexos enzimdticos comerciais
Pectinex® Ultra SP-L. (PME e PMGL) e Pectinex Mash® (PME e
PMGL) obtiveram os melhores resultados em condi¢des experimentais
diferentes, avaliamos a melhor condicio de cada experimento,
utilizando-se para a enzima PME do complexo enzimdtico comercial
Pectinex® Ultra SP-L a pressdo de 110 bar, por 3,5 horas e taxa de
despressurizacdo de 60 bar.min” para a enzima PMGL, a pressdo de 30
bar, por 1 hora e taxa de despressurizacio de 100 bar.min™' . Para a
enzima PME do complexo enzimdtico comercial Pectinex® Mash, a
pressdo de 110 bar, por 3,5 horas e taxa de despressurizagdo de 60
bar.min" e para a enzima PMGL, a pressdo de 190 bar, por 1 hora e
taxa de despressurizagdo de 20 bar.min ™.

A fim de determinar a estabilidade térmica das pectinases
comerciais imobilizadas e tratadas com fluido pressurizado — GLP estas
serdo submetidas a altas (25, 30, 40, 50 ¢ 60°C) e baixas (4, -18 e -
80°C) temperaturas. As amostras foram coletadas periodicamente (em
intervalos de 24 - 72 h, dependendo da temperatura) para avaliacdo das
atividades enzimaticas. A estabilidade térmica € expressa em termos de
porcentagem residual da atividade enzimatica (PMGL e PME).
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6.1.2 Analise dos parametros cinéticos

A desativacdo térmica das pectinases é geralmente descrita pela
cinética de primeira ordem, descrita pela Equacdo 13 (Aghajanzadeh et
al., 2016).

Log (Ai) = —ky.t 13)

Sendo:

A = Atividade enzimatica residual;

A = Atividade enzimatica inicial;

ky = Constante de inativacdo enzimdtica térmica ou constante de
velocidade de reacao (dias’l);

t = Tempo (dias).

O tempo requerido para reduzir a atividade das pectinases em
90%, é chamado de tempo de reducdo decimal (D-valor), o qual é
inversamente relacionada com a constante de velocidade de reacdo
(Equacdo 14) (Aghajanzadeh et al., 2016).

D= 2,303 14)
ka

A Energia de Inativagdo Térmica (Ed) foi determinada através
das constantes de inativacdo térmica (kgq). Apds a determinagdo das
constantes de inativacdo, a energia de inativacdo (Ed) foi estimada
plotando-se um gréfico In (kg) versus 1/T (Temperatura) conforme a
equacdo linearizada de Arrhenius.

O Tempo de meia-vida (t ¥2) foi calculado através da razdo do
valor angular do gréfico de In (kq) versus 1/T (Temperatura) pelo valor
de kd.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.2.1 Estabilidade enzimatica a baixas temperaturas

Os resultados obtidos durante a avaliagio da estabilidade
enzimatica das enzimas PME e PMGL dos complexos enzimaticos

comercias Pectinex® Ultra SP-L e Mash em fung¢io do tempo e
temperaturas de 4, -18°C e 80°C sdo apresentados nas Figuras 34 a 45
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(Apéndices XV a XXVI) nas 3 formas estudadas (livre, imobilizada e
imobilizada com tratamento utilizando GLP).

A Figura 34 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L. em baixas temperaturas livre. A
enzima manteve a atividade superior a 50% por um periodo de 30 dias.

A Figura 35 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em baixas temperaturas, imobilizada
em suporte de gelatina-alginato. A enzima foi monitorada durante 100
dias, perfodo que manteve atividade superior a 60% para as
temperaturas de -80°C e -18°C jd para temperatura de 4°C houve
decréscimo de atividade em 60 dias de estocagem.

A Figura 36 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em baixas temperaturas, imobilizada
e pressurizada em suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP.
A enzima foi monitorada durante 100 dias, houve acréscimo da
atividade durante aproximadamente 50 dias de estocagem para todas as
temperaturas. Nos demais dias a estabilidade foi mantida acima de 60%.

A Figura 37 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em baixas temperaturas livre. Houve
decréscimo de atividade maior que 50% a partir 40 dias de estocagem
para temperatura de 4°C e para as demais temperaturas isto ocorreu apds
60 dias de estocagem.

A Figura 38 mostra a estabilidade enzimatica da enzima PMGL
do complexo enzimédtico Pectinex® Ultra SP-L em baixas temperaturas
imobilizada em suporte de gelatina-alginato. Houve decréscimo da
atividade maior que 50% em todas as temperaturas a partir de 20 dias
dia de estocagem.

A Figura 39 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em baixas temperaturas imobilizada e
pressurizada em suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP.
Houve decréscimo de atividade maior que 50% em todas as
temperaturas ap6s 20 dias de estocagem.

A Figura 40 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em baixas temperaturas livre. A enzima
manteve sua atividade em torno de 100%, embora que ocorreu
oscilagdes durante o tempo de monitoramento para as temperaturas de -
80°C e -18°C. J4 para temperatura de 4°C houve decréscimo da atividade
acima de 50% apds dias de armazenamento.

A Figura 41 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em baixas temperaturas, imobilizada em
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suporte de gelatina-alginato. A enzima foi monitorada durante 100 dias,
embora tenha havido algumas oscilagdes manteve atividade em torno de
100% para todas temperaturas.

A Figura 42 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Ultra SP —L em baixas temperaturas, imobilizada
em suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP. A enzima foi
monitorada durante 100 dias periodo no qual sua estabilidade manteve-
se em 100% durante o tempo de estocagem.

A Figura 43 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimatico Pectinex® Mash em baixas temperaturas livre. A atividade
enzimdtica manteve-se estdvel durante 100 dias de monitoramento para
as temperaturas de -80°C e -18°C. Para a temperatura de 40°C houve
decréscimo da atividade enzimatica acima de 50% a partir de 70 dias de
armazenamento.

A Figura 44 mostra a estabilidade enzimadtica da enzima PMGL
do complexo enzimdtico Pectinex® Mash imobilizada. Houve
incremento da atividade enzimatica até 70 dias de monitoramento para
as temperatura de -80°C e -18°C. Para a temperatura de 4°C houve
decréscimo de atividade acima de 50% apds 60 dias de armazenamento.

A Figura 45 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em baixias temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP. Houve incremento
de atividade nas temperaturas de -80°C e -18°C até 50 dias de
monitoramento. A partir de 80 dias dia até o final do monitoramento a
atividade permaneceu em torno de 100%. Para a temperatura de 4°C,
houve decréscimo de atividade acima de 50% apdés 90 dias de
monitoramento.

A proteina nativa é mantida por um delicado balanco de forgas
ndo covalentes, como pontes de hidrogénio, pareamento de ions,
interacdes hidrofébicas e forca de van der Waals. Com o aumento da
temperatura, essas interagdes sdo rompidas e a proteina se desdobra
(ANFINSEN, 1973). Segundo Jaenicke (1999), algumas proteinas
recuperam sua conformacgfo ativa apds o resfriamento, porém, para a
maioria, a desnaturacdo € irreversivel. O que pode explicar a longa
estabilidade das enzimas armazenadas a baixas temperaturas,
principalmente a Pectinex® Mash, que deve recuperar a sua
conformacao ativa.
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6.2.2 Estabilidade enzimatica a altas temperaturas

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade
enzimatica das enzimas PME e PMGL dos complexos enzimaticos
comerciais Pectinex® Ultra SP-L e Mash em funcdo do tempo e
temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C sdo apresentados nas
Figuras 46 a 59 (Apéndices XXVII a XL) nas 3 formas estudadas (livre,
imobilizada e imobilizada com tratamento utilizando GLP).

A Figura 46 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L. em altas temperaturas livre. Houve
decréscimo da atividade enzimdtica maior que 50% a partir do vigésimo
quinto dia de armazenamento.

A Figura 47 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas (25°C, 30°C e
40°C) imobilizada em suporte de gelatina-alginato. Houve decréscimo
da atividade enzimatica maior que 50% depois de 20 dias de
armazenamento.

A Figura 48 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas (50°C e 60°C)
imobilizada em suporte de gelatina-alginato. Houve decréscimo da
atividade enzimdtica maior que 50% apds 10 horas de estocagem.

A Figura 49 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas (25°C, 30°C e
40°C) imobilizada em suporte de gelatina-alginato e pressurizada com
GLP. A atividade enzimdtica manteve-se estdvel em 50% para
temperatura de 25°C depois de 50 dias de armazenamento. Para as
temperaturas de 30°C e 40°C a perda de atividade acima de 50% ocorreu
ap0s 10 dias de armazenamento.

A Figura 50 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas (50°C e 60°C)
imobilizada em suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP.
Houve decréscimo da atividade enzimatica acima 50% ap6s 10 horas de
estocagem para ambas as temperaturas.

A Figura 51 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimdtico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas livre. Houve
decréscimo da atividade enzimdtica abaixo 50% apds 25 dias de
estocagem para ambas as temperaturas.

A Figura 52 mostra a estabilidade enzimadtica da enzima PMGL
do complexo enzimético Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas
imobilizada em suporte de gelatina-alginato. Houve decréscimo da



148

atividade enzimdtica abaixo de 50% nas temperaturas de 30°C, 40°C,
50°C e 60°C ap6s 15 dias de estocagem. A atividade enzimdtica na de
temperatura de 25°C permaneceu em 50% até 20 dias de estocagem.

A Figura 53 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimdtico Pectinex® Ultra SP-L em altas temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP. Houve decréscimo
da atividade enzimadtica acima de 50% em todas as temperaturas apds 20
dias de estocagem.

A Figura 54 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimatico Pectinex® Mash em altas temperaturas livre. Houve
decréscimo da atividade enzimdtica maior que 50% depois de 40 dias
de armazenamento.

A Figura 55 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em altas temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato. A atividade enzimdtica para as
temperaturas de 25°C e 30°C mantiveram-se estdveis durante o periodo
de armazenamento. Para a temperatura de 40°C ocorreu perda de
atividade maior que 50% apés 40 dias de armazenamento, enquanto que
para as temperaturas de 50°C e 60°C a perda de atividade enzimética
ocorreu apenas em 5 dias de armazenamento.

A Figura 56 mostra a estabilidade da enzima PME do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em altas temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP. Embora tenha
havido oscilagd@o da atividade enzimdtica para as temperaturas de 25°C e
30°C sua atividade estdvel foi mantida acima de 60% durante o periodo
de armazenamento. Para a temperatura de 40°C ocorreu perda de
atividade maior que 50% apés 70 dias de armazenamento, enquanto que
para as temperaturas de 50°C e 60°C a perda de atividade enzimdtica
ocorreu apenas em 10 dias de armazenamento.

A Figura 57 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em altas temperaturas livre. Houve um
decréscimo da atividade enzimatica maior que 50% depois de 30 dias
de armazenamento.

A Figura 58 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimdtico Pectinex® Mash em altas temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato. A atividade enzimdtica para a temperatura
de 30°C permaneceu acima de 50% até 60 dias de estocagem. Nas
temperaturas de 25°C e 40°C houve decréscimo da atividade enzimdtica
maior que 50% ap6s 30 dias de estocagem. Nas temperaturas de 50°C e
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60°C houve decréscimo da atividade acima de 50% apds 10 dias de
estocagem.

A Figura 59 mostra a estabilidade da enzima PMGL do complexo
enzimatico Pectinex® Mash em altas temperaturas imobilizada em
suporte de gelatina-alginato e pressurizada com GLP. A atividade
enzimatica para a temperatura de 25°C e permaneceu acima de 50% até
40 dias de estocagem. Nas temperaturas de 30°C, 40°C 50°C e 60°C
houve decréscimo da atividade enzimdtica maior que 50% ap6s 10 dias
de estocagem.

Glinka e Liao (2011) realizaram um estudo de estabilidade
térmica durante 5 e 10 minutos para enzima produzida por Fusarium
asiaticum, nas temperaturas entre 25°C e 55°C sendo que a enzima
permaneceu estavel. Na temperatura de 65°C apds 10 minutos a enzima
foi inativada.

Dirix et al., (2005) relataram que, apds o tratamento por 15
minutos a 50°C, 57% da atividade inicial € mantida, enquanto que
apenas 3% da atividade permaneceu ap6s 15 minutos a 55°C.

Vivar-Vera et al., (2007) avaliou a estabilidade enzimadtica de
Crataeys pubescens encontrando resultados semelhantes para
temperatura de 60°C onde a enzima perdeu mais de 50% da atividade
residual relativa em 25 minutos.

6.2.3 Parametros cinéticos

A Tabela 17 apresenta os valores cinéticos encontrados para a
enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash.

Pode-se observar que a energia de desativacdo/desnaturacio
enzimdtica da enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash mostrou um
acréscimo quando comparada com a E4 da enzima livre. O resultado
mais expressivo foi atribuido para a enzima imobilizada e tratada.

Os melhores resultados foram obtidos em baixas temperaturas
(-80, -18 e 4 °C). O maior valor de D encontrado foi de 1212,11 (dias)
para a enzima livre, seguido de 742,90 (dias) para a enzima imobilizada.
Vale ressaltar que a enzima imobilizada pode ser utilizada em vdrios
ciclos de utilizacdo, sendo mais eficiente que a enzima em sua forma
livre.
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Tabela 17 - Pardmetros cinéticos encontrados para a enzima PMGL do
complexo Pectinex® Mash.

PMGL - Pectinex® Mash Livre

Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0019 231,84 1212,11
-18 0,0032 137,65 719,68
4 0,0078 56,47 295,25
25 0,0282 15,62 81,67 3.66
30 0,0260 16,94 88,57 ’
40 0,0260 16,94 88,57
50 0,0384 11,47 59,97
60 0,0384 11,47 59,97
PMGL - Pectinex® Mash Imobilizada
Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0031 169,45 742,90
-18 0,0057 92,16 404,03
4 0,0050 105,06 460,6
25 0,0232 22,64 99,26 437
30 0,0097 54,15 237,42 ’
40 0,0332 15,82 69,36
50 0,0964 5,44 23,89
60 0,1131 4,64 20,36
PMGL - Pectinex® Mash Imobilizada e Tratada
Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0136 40,13 169,34
-18 0,0035 155,94 658,00
4 0,0117 46,64 196,84
25 0,0145 37,64 158,82 454
30 0,0925 5,90 24,89 ’
40 0,1130 4,83 20,38
50 0,1130 4,83 20,38
60 0,0635 8,59 36,26

A Tabela 18 mostra os valores dos parimetros cinéticos
encontrados para a enzima PME do complexo Pectinex® Mash. E
possivel observar que a enzima PME do complexo Pectinex® Mash
mostrou valores mais elevados para a energia de desativagdo (Ey),
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quando comparado com a enzima PMGL do mesmo complexo

enzimatico.

Tabela 18 - Pardmetros cinéticos encontrados para a enzima PME do complexo

Pectinex® Mash.
PME - Pectinex® Mash Livre
Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0009 807,56 2558,89
-18 0,0016 454,25 1439,37
4 0,0025 290,72 921,20
25 0,0029 250,62 794,14 6.04
30 0,0407 17,86 56,58 ’
40 0,0203 35,81 113,44
50 - - -
60 - - -
PME - Pectinex® Mash Imobilizada
Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0028 362,07 822,5
-18 0,0006 1689,67 3838,33
4 0,0022 460,82 1046,82
25 0,0020 506,9 1151,50 9.18
30 0,0028 362,07 822,5 ’
40 0,0192 52,81 119,94
50 - - -
60 - - -
PME - Pectinex® Mash Imobilizada e Tratada
Temperatura Ky (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
°C) (dias)
-80 0,0026 490,92 885,77
-18 0,0014 911,72 1645,00
4 0,0017 750,83 1654,71
25 0,0032 398,88 719,68 10.62
30 0,0062 205,87 371,45 ’
40 0,0075 170,19 307,06
50 - - -

60
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Para esta enzima, as temperaturas de 50 e 60 °C provocaram uma
desnaturacdo proteica muito rdpida, sendo avaliada a sua estabilidade
em minutos, como apresentado nos apéndices.

A Tabela 19 mostra os valores dos pardmetros cinéticos
encontrados para a enzima PMGL do complexo Pectinex® Ultra SP-L.

Tabela 19 - Pardmetros cinéticos encontrados para a enzima PMGL do
complexo Pectinex® Ultra SP-L.

PMGL - Pectinex® Ultra SP-L. Livre

Temperatura K4 (dias'l) t (12) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)

°O (dias)

-80 0,0114 27,08 202,01

-18 0,0127 24,31 181,34
4 0,0210 14,70 109,67

25 0,0585 5,27 39,37 257
30 0,0585 5,27 39,37 ’
40 0,0496 6,22 46,43

50 0,0842 3,67 27,35

60 0,0830 3,71 27,74

PMGL - Pectinex® Ultra SP-L Imobilizada

Temperatura K4 (dias'l) t (12) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)

({9 (dias)

-80 0,0428 3,31 53,81

-18 0,0785 1,81 29,33
4 0,0625 2,26 36,85

25 0,0404 3,51 57,00 118
30 0,0625 2,26 36,84 ’
40 0,0785 1,80 29,34

50 0,0990 1,43 23,26

60 0,1280 1,10 17,99

PMGL - Pectinex® Ultra SP-L Imobilizada e Tratada

Temperatura K4 (dias'l) t (12) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)

({9 (dias)
-80 0,0436 5,27 52,82
-18 0,0575 3,99 40,05
4 0,0785 2,92 29,34
25 0,0425 5,40 54,19 191
30 0,0447 5,14 51,52 ’
40 0,0458 5,01 50,28
50 0,0442 5,19 52,10

60 0,1047 2,19 21,99
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De acordo com a Tabela 19, pode-se observar que a enzima
PMGL do complexo Pectinex® Ultra SP-L apresentou o menor valor
para a constante de desativacdo (E4) e os menores valores de t (V2).
Apesar de possuir uma certa fragilidade, a enzima possui potencial de
aplicacgdo para clarifica¢do de sucos.

A Tabela 20 apresenta os valores dos parimetros cinéticos
encontrados para a enzima PME do complexo Pectinex® Ultra SP-L.
Para as temperaturas de 50 e 60 °C, a enzima apresentou atividade
apenas em sua forma livre. Contudo, o tempo de meia-vida (t 2) foi de
aproximadamente 1 dia. Quando a mesma enzima foi armazenada em
baixas temperaturas (-80 °C), mostrou valores de tempo de meia-vida de
267,94 dias para a sua forma imolibizada e tratada, e de apenas 2,82 dias
para a forma livre.

Aghajanzadeh et al. (2016), encontraram um valor-D de 152,5
min a 60 °C, para PME utilizada em tratamento térmico de suco de
laranja azedo.

Tabela 20 - Pardmetros cinéticos encontrados para a enzima PME do complexo
Pectinex® Ultra SP-L.

PME - Pectinex® Ultra SP-L Livre

Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)

(8] (dias)

-80 0,0419 2,82 54,96

-18 0,0244 4,84 94,38
4 0,0385 3,07 59,82
25 0,0585 2,02 39,37 098
30 0,0585 2,02 39,37 ’
40 0,0496 2,38 46,43
50 0,0842 1,40 27,35
60 0,0830 1,42 27,74

PME - Pectinex® Ultra SP-L Imobilizada

Temperatura K4 (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)

(8] (dias)

-80 0,0048 129,62 479,79

-18 0,0058 107,28 397,07
4 0,0256 24,30 89,96
25 0,0333 18,68 69,16 517
30 0,0407 15,29 56,58 ’
40 0,1102 5,65 20,89
50 - - -

60 - - -
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PME - Pectinex® Ultra SP-L Imobilizada e Tratada

Temperatura Ky (dias'l) t (2) (dias) Valor D Ed (KJ/mol)
(9] (dias)
-80 0,0030 267,94 767,67
-18 0,0031 259,29 742,90
4 0,0060 133,97 383,83
25 0,0113 71,13 203,81 6.68
30 0,0822 9,78 28,02 ’
40 0,1027 7,82 22,42
50 - - -
60 - - -

6.3 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que a
atividade enzimdtica varia de forma significativa dependendo da
enzima, forma como ela foi avaliada e da temperatura de
armazenamento.

De modo geral, as enzimas do complexo Pectinex® Mash
mostraram-se estdveis em todas as temperaturas estudadas, enquanto
que as enzimas do complexo Pectinex® Ultra SP-L ndo mostraram
resposta em algumas temperaturas altas. Este comportamento pode ser
devido a rdpida desnaturagdo da proteina que estrutura a enzima.

Observou-se um aumento da estabilidade para as enzimas tratadas
com fluido pressurizado (GLP), mostrando influencia do gds sobre a
estabilidade e atividade enzimadtica.

E possivel observar que a enzima PME do complexo Pectinex®
Mash mostrou valores mais elevados para a energia de desativagao (Ey),
seguido da enzima PMGL do mesmo complexo.
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CAPITULO VII

APLICACAO DE PECTINASES NA CLARIFICACAO DE
SUCOS DE FRUTAS

Objetivos

Avaliar a potencialidade de aplica¢do das pectinases comerciais
imobilizadas e submetidas ou ndo ao tratamento com fluido pressurizado
(GLP) na clarificagdo de suco de pé€ssego.

7.1 MATERIAL E METODOS
7.1.1 Potencial de aplicacio das pectinases em suco de péssego

Para avaliar a potencialidade das pectinases comerciais
Pectinex® Ultra SP-L e Mash na clarificagdo de sucos de frutas, foi
utilizado polpa natural de pé€ssego (Mais Fruta®) obtida no comércio
local. A dilui¢do da polpa foi realizada na propor¢do de 100g de polpa
em 200 mL de 4gua.

No tratamento de clarificagdo de suco empregaram-se enzimas
imobilizadas e/ou enzimas imobilizadas e tratadas com fluido
pressurizado (GLP), primeiramente nas concentra¢des de 0,01%,
0,005%, 0,0025%. (v/v) a temperatura de 50°C (temperatura 6tima de
reacdo destas enzimas) durante 60 minutos, sob agitacdo constante de
100 rpm. Alcangado o tempo de tratamento realizou-se o processo de
inativagdo da enzima em banho-maria com temperatura de 95 °C
durante 5 min. sendo resfriadas a seguir em banho de gelo, a fim de
interromper a reacdo. Apds, o tratamento enziméatico as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos e filtradas em papel filtro
(Whatmam n°1) para as determinacdes analiticas (SIN et al., 2006). Para
o controle de reagdo (reacdo em branco), o extrato enzimatico foi
substituido por dgua destilada.

Posteriormente, mais duas concentracdes foram testadas
(0,00125% e 0,000625%) para os indices de clarificacdo e turbidez, a
fim de comprovar a eficidcia de cada enzima nas baixas concentragdes
das mesmas.
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7.1.2 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do suco de
péssego

No suco com tratamento e sem tratamento enzimatico (controle)
foram avaliadas as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH. Acidez,
solidos totais, e solidos soldveis totais (°Brix), em refratdmetro Abbe
conforme metodologias descritas por IAL (2005); viscosidade em
viscosimetro “Falling Ball” (VALLE e VASCONCELLOS, 1997).

A clarificacdo do suco de péssego foi determinada com base na
intensidade de cor (IC), as leituras das absorbancias foram realizadas
nos comprimentos de onda 440 nm e 520 nm, com percurso 6ptico de
1 mm, contra dgua, em espectrofotometro (Beckman Coutler, modelo
DU640), sendo a primeira correspondente a cor amarela, resultante da
oxida¢do dos polifendis, e a segunda a cor vermelha resultante dos
pigmentos antocianinicos da fruta (TANNER e BRUNNER, 1985). A
intensidade de cor (IC) foi expressa com base na soma das absorbancias
das 440 nm e 520 nm de acordo com a Equacdo 15.

IC = Ayqo + Asyo 5)

A clarificacdo foi expressa em % de clarificag¢do, calculada com
base na intensidade de cor do suco controle e do suco tratado, de acordo
com a Equacio 16.

IC do suco controle -IC do suco tratado x100

Clarificagdo (%) = (16)

IC do suco controle

A redugdo da turbidez no suco foi calculada com base na
absorbancia, medida no comprimento de onda de 540 nm, com percurso
optico de 1 mm, contra dgua, em espectrofotdmetro (Beckman Coutler,
modelo DU640) conforme metodologia descrita por Chatterjee et al.
(2004). A reducdo da turbidez foi expressa em % de reducdo de
turbidez, calculada com base na absorbéancia (Abs) do suco controle e do
suco tratado, de acordo com a Equagdo 17.

~ . Abs do suco controle -Abs do suco tratado X100
Redugio Turbidez(%) = a7

Abs do suco controle
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7.1.3 Reutilizacdo do extrato pectilonolitico imobilizado e tratado
com GLP na clarificacio de suco de péssego

Para avaliar o nimero de ciclos foi utilizado o indice de
clarificacio e a turbidez conforme descrito no item 7.4.1 e a
metodologia utilizada foi descrita no item 7.4.2.

7.1.5 Tratamento estatistico

Os resultados foram tratados estatisticamente por andlise de
variancia (ANOVA), seguido de comparacdo das médias pelo teste de
Tukey, com o software Statistica versdo 8.0, com nivel de confianca de
95%.

7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Avaliacdo do potencial de aplicacdo das pectinases na
clarificacio de suco de péssego

Os resultados obtidos para clarificacdo, reducido de turbidez,
s6lidos totais, pH, Brix, acidez e viscosidade para as diferentes
concentracdes das enzimas dos complexos enzimdticos comerciais
Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash sdo apresentados nas tabelas 21
a27.
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Conforme a Tabela 21, na concentragdo de 0,00125% pode-se observar
que a enzima imobilizada diferiu significativamente das outras enzimas
analisadas (tratadas com gds GLP). O mesmo aconteceu com a
concentracdo de 0,000625%, o que indica que o gds GLP influenciou
positivamente na clarificacdo, pois nessa concentragdo a enzima PME
clarificou 26% a mais o suco em relacdo ao padrdo (apenas
imobilizada), e a enzima PMGL clarificou 52,6% a mais. Desse modo, é
possivel inferir que a enzima PMGL do complexo comercial Pectinex®
Ultra SP-L mostrou melhores resultados. Em concentra¢cdes mais
elevadas (em 0,01%; 0,005% e 0,0025%) esse efeito é mascarado pela
quantidade excessiva de enzima no suco.

Resultados semelhantes foram obtidos para o complexo
Pectinex® Mash, na concentracdo de enzima de 0,0025%, a enzima
PME mostrou diferenca em relacdo as enzimas PMGL e padrdo
(imobilizada). Na concentragdo de 0,00125%, a enzima PME clarificou
20,6% a mais em relacdo a enzima apenas imobilizada. Novamente a
enzima PMGL mostrou-se mais eficaz, clarificando 22,8% a mais em
relagdo ao padrdo na concentracdo de 0,00125% e 45,6% a mais na
concentragdo de 0,000625%.
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A Tabela 22 mostra os resultados obtidos para os complexos
enzimdtico Pectinex® Ultra SP-L e Mash® para a reducdo da turbidez. A
enzima imobilizada e as enzimas imobilizadas e tratadas com gias GLP
mostraram diferentes resultados. A enzima que apresentou melhor
performance foi a PMGL, principalmente na concentracdo de
0,000625%, sendo 39,8% mais eficaz que a enzima PME na mesma
concentragao.

Segundo Lee et al. (2006), hd uma relacdo direta entre reducio da
turbidez com o aumento da clarificagdo. Vamos—Vigydzé (1981),
Clemente e Pastore (1988) empregando enzima comercial Pectinex,
demonstraram que a mesma apresentava atividade de celulases,
melhorando o desempenho no processo de clarificacio de suco de
péssego.

As enzimas do complexo Pectinex® Mash mostraram diferentes
comportamentos em relagdo a concentracdo de enzima no suco. A
enzima PME mostrou melhores resultados até a concentragdo de
0,00125% em relacdo as demais, decaindo o seu percentual de reducio
de turbidez na concentra¢do de 0,000625%, onde a enzima PMGL foi
mais eficaz.

Para os indices de clarificacio e reducdo da turbidez, as
concentra¢des de 0,00125% e 0,000625% foram testadas a fim de
comprovar a eficicia das enzimas em baixas concentracdes.
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A Tabela 23 mostra os resultados para os sdlidos soliveis
totais, onde as enzimas dos diferentes complexos estudados n@o
mostraram diferengas significativas nas diferentes concentragdes de
enzimas testadas. Em ambos os casos, houve uma diferenca de
aproximadamente 72% em relagdo ao padrdo, o que indica que as
enzimas foram eficazes na diminui¢do dos sélidos soltiveis totais.
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A Tabela 24 mostra os valores de viscosidade, onde as enzimas
dos diferentes complexos estudados ndo mostraram diferencas
significativas nas diferentes concentracdes de enzimas testadas. Em
ambos os casos, houve uma diferenca de aproximadamente 23,3% em
relacdo ao padrdo, o que indica que as enzimas foram eficazes na
diminuicdo da viscosidade.

As pectinas quando em solucdo aquosa, podem tornar o meio
mais viscoso, mesmo quando em baixas concentragcdes, dependendo do
seu grau de metoxilagdo (LOFGREN e HERMANSSON, 2007). O
tratamento enzimatico de degradacdo da pectina ocasionaria reducdo na
capacidade de retencdo de dgua, portanto, mais dgua livre € liberada
para o sistema, reduzindo a viscosidade dos sucos (SANDRI, et. al.;
2011).

Santin et al.; (2008) avaliou a viscosidade de suco de pé€ssego
com pectinase comercial Pectines APFL - 3 (Novozymes), nas
condicdes de 45°C, durante 30 minutos e na concentragdo de enzima de
200 ppm, obtendo a redugdo da viscosidade de 29,7%. O resultado é
considerado razodvel tendo em vista que a enzima comercial Pectinex ja
contém certa quantidade de celulases, sendo provavelmente suficiente
para melhorar a extracdo de suco e retencdo de polpa, e a adi¢do de
mais celulase ndo afetaria o desempenho do processo (CLEMENTE e
PASTORE, 1988; VAMOS ~VIGAZO, 1981).
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De acordo com a Tabelas 25, o valor de pH nfo diferiu
significativamente entre os tratamentos testados. Pode-se observar que o
processo de clarificacdo enzimdtica ndo alterou os valores de pH do
suco de péssego.

A Tabela 26 apresenta os valores de °Brix do suco de péssego nos
diferentes tratamentos utilizando as enzimas dos complexos Pectinex”
Ultra SP-L e Pectinex® Mash. Os tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa.



170

“SEYUI[ QUL SB[NISNIRW 9 SBUN[0D 1)U
sernosnuiw send| seperedwod opuds ‘(go‘0>d) AN, op 9159} ofod IS U WAISJIP Opu SIENSI SBI] 9p SBPIN3as serpowW 'V ILON

FutIeq g =y ¢4 1 = odwia, (req 061 = oessald (f) ‘-ururreq 09 =y Y ¢'¢ = odwa, (req

011 = ogssaid (g)-ururaeq 001 =¥ Y [ = odwdy, treq O¢ = opssald (g) fy-uturieq 09 =y Y §'¢ = odway, ‘xeq (1 = oessaid (1)

10°0 7 ,0'€ 10°0 F o0'€ 10°0 F 0'€ 10°0 F ,0'€ 10°0 F :0'€ 10°0 F4u0'€ ogiped
LS'0F 6T 000F ,0'€ | LSOF 6T | 000F,0€ LSOF yu0'€ | LSOFL0C %ST00°0
LS'0F 16T 000F W0'€ | LS'OF 6T 0°0 F ,0'€ LS'0F 16T LS'0 Fu6'C 9%500°0
LS0 Fyu'€ LSO F 6T LSO F:0'€ L§0 Fyu0'€ LS0 Fyu'€ LS'OF W6'T %10°0
epezifiqow] IOINd TN epezijiqowm]
LTOIN USeIN | HINd USEIN yse T-dS #0In T-dS e0in TdSenin | ogdenuaue)
Xuig,

[BIOISWOD OOTJBUIIZUD

"$203eNUAOUOD SAIUAIJIP W [SBIA XU d T-dS B ,XOUNRJ
oxo[dwos op sewnzuo se opuezinn o39ssed ap oons op Xug, o vied SOpnqo SopeInsay — 97 e[eqel




171

A Tabela 27 apresenta os valores de acidez do suco de péssego
nos diferentes tratamentos realizados utilizando os complexos
comerciais estudados. Os tratamentos ndo apresentaram diferenca

significativa.
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De acordo com as Tabelas 24 a 27, observa-se que as enzimas
Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L imobilizada e/ou imobilizada e
tratada com gias GLP nas concentracdes de 0,01% 0,005 0,0025% ndo
influenciaram os valores de viscosidade, pH, °Brix e acidez, sendo os
valores estdo proximos aos obtidos com o suco in natura. Resultados
semelhantes encontrados também para pH e °Brix em suco de umbu
(USHIKUBO et al., 2007), tamarindo (WATANABE, 2007) e abacaxi
(BARROS et al., 2003).

7.2.2 Avaliacio da reutilizacdo das pectinases comerciais (Pectinex®
Mash e Ultra SP-L) imobilizadas em suporte de gelatina-alginato e
apos tratamento com GLP na clarificacao de suco de péssego

Os resultados dos perfis de atividade relativa (%) em relagdo aos
ciclos de reutilizacfio na clarificacdo e reducdo da turbidez de suco de
péssego, obtidos para as enzimas PMGL e PME das pectinases
comerciais Pectinex® Mash e Ultra SP-L imobilizadas em suporte de
gelatina-alginato, imobilizadas e tratadas com fluido pressurizado nas
seguintes condicdes: Mash PME Pressao = 110 bar; Tempo = 3,5 h; R=
60 bar.min.-!; Mash PMGL Pressdao = 190 bar; Tempo = 1 h; R= 20
bar.min.-1. Ultra SP - L PME Pressao = 110 bar; Tempo = 3,5 h; R= 60
bar.min-!; Ultra SP — L PMGL Pressao = 30 bar; Tempo = 1 h; R= 100
bar.min.-!; sdo apresentados nas Figuras 28, 29, 30 e 31,
respectivamente.

De acordo com as Figuras 26 e 27, observa-se que as enzimas
Pectinex® Mash (PME e PMGL) imobilizadas e tratadas com gis GLP
apresentaram atividade relativa até o 7° ciclo de utilizagdo tanto para
clarificacdo quanto para reducéo de turbidez, quando a atividade relativa
atingiu 40%. No entanto, para a enzima imobilizada a atividade relativa
se manteve até o 5° ciclo de utilizacio.
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Figura 26 - Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimatico comercial (Pectinex®
Mash) imobilizado em suporte de gelatina-alginato apés o tratamento com GLP
e nos respectivos ciclos de reutilizagio na clarificacio de suco de péssego nas
condicdes de ensaio Mash PME Pressdo = 110 bar; Tempo = 3,5 h; R= 60
bar.min-!; Mash PMGL Pressao = 190 bar; Tempo = 1 h; R= 20 bar.min-!.
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Figura 27 - Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimatico comercial (Pectinex®
Mash) imobilizado em suporte de gelatina-alginato apds o tratamento com GLP
e nos respectivos ciclos de reutilizacdo redugéo de turbidez de suco de péssego
nas condic¢des de ensaio Mash PME Pressdo = 110 bar; Tempo = 3,5 h; R= 60
bar.min-!; Mash PMGL Pressao = 190 bar; Tempo = 1 h; R= 20 bar.min-!.
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A maioria das bebidas de frutas processadas industrialmente sdo
clarificadas durante a producio, a fim de evitar a turbidez indesejdvel e
sedimentos no produto final. A turvacdo imediata de sucos de frutas
recém processados ¢é geralmente considerada como resultado de
particulas suspensas de pectina decorrentes da parede celular das plantas
e de outros materiais como celulose, hemicelulose, lignina e amido,
além de proteinas e taninos (ABDULLAH et al., 2007; PINELO et al.,
2010; KEMPKA et al., 2013).

Segundo Uenojo e Pastore (2007), a adigdo de enzimas
pectinoliticas nos purés de frutas e vegetais resulta na degradacdo da
pectina e outros componentes de alto peso molecular, diminuindo a
viscosidade proporcionando uma maior separacio entre as fases sélidas
e liquidas e aumentando o rendimento dos sucos ocasionando uma
aparéncia cristalina no produto final e reduzindo em até 50% o tempo de
filtragdo assim possibilitando a oferta de um produto nobre.

De acordo com as Figuras 28 e 29, observa-se que as enzimas
Pectinex® Ultra SP-L. (PME e PMGL) imobilizadas e tratadas com gés
GLP apresentaram atividade relativa até o 3° ciclo de utilizacdo tanto
para clarificacdo quanto para reducdo de turbidez, quando a atividade
relativa atingiu 40%. Para a enzima imobilizada, a atividade relativa se
manteve até o 2° ciclo de utilizacdo.

Figura 28 - Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimatico comercial (Pectinex®
Ultra SP-L) imobilizado em suporte de gelatina-alginato apds o tratamento com
GLP e nos respectivos ciclos de reutiliza¢do na clarifica¢do de suco de péssego
nas condigdes de ensaio Ultra PME Pressdo = 110 bar; Tempo = 3,5 h; R= 60
bar.min-!; Ultra SP -L PMGL Pressdo = 30 bar; Tempo = 1 h; R= 100 bar.min-!.
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Figura 29 - Atividade relativa (%) das enzimas pectina liase (PMGL) e
pectinametilesterase (PME) do complexo enzimatico comercial (Pectinex®
Ultra SP-L) imobilizado em suporte de gelatina-alginato apds o tratamento com
GLP e nos respectivos ciclos de reutilizagdo reducdo de turbidez de suco de
péssego nas condicdes de ensaio Ultra SP - PME Pressdo = 110 bar; Tempo =
3,5 h; R= 60 bar.min-!; Ultra SP -LPMGL Pressao = 30 bar; Tempo = 1 h; R=
100 bar.min-1.
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7.3 CONCLUSOES

O gés GLP influenciou positivamente na clarificacdo de suco de
péssego, pois na concentragdo de enzima de 0,00125%, a enzima PME
clarificou 26% a mais o suco em relacio ao padrio (apenas
imobilizada), e a enzima PMGL clarificou 52,6% a mais. Desse modo, é
possivel inferir que a enzima PMGL do complexo comercial Pectinex®
Ultra SP-L mostrou melhores resultados. Em concentra¢cdes mais
elevadas (em 0,01%; 0,005% e 0,0025%) esse efeito é mascarado pela
quantidade excessiva de enzima no suco. Resultados semelhantes foram
obtidos para o complexo Pectinex® Mash.

Para a reducdo da turbidez, a enzima imobilizada e as enzimas
imobilizadas e tratadas com gds GLP mostraram diferentes resultados. A
enzima que apresentou melhor performance foi a PMGL do complexo
Pectinex® Mash, principalmente na concentragdo de 0,000625%, sendo
39,8% mais eficaz que a enzima PME na mesma concentracio.

Para os solidos soluveis totais, as enzimas dos diferentes
complexos estudados ndo mostraram diferencas significativas nas
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diferentes concentracdes testadas. O mesmo aconteceu para o0s
resultados de viscosidade, pH, °Brix e acidez, mostrando que as enzimas
em estudo possuem potencial de clarificacdo e reducdo dos sdlidos
soldveis totais sem interferir nas qualidades sensoriais e organolépticas
do suco de péssego.

As enzimas (PME e PMGL) do complexo Pectinex® Mash
imobilizadas e tratadas com gas GLP apresentaram atividade relativa até
o 7° ciclo de utilizacdo tanto para clarificacdo quanto para reducdo de
turbidez, quando a atividade relativa atingiu 40%. Este resultado mostra
o potencial de aplicacdo de enzimas imobilizadas e tratadas com gas
GLP.
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CAPITULO VIII
CONCLUSOES E SUGESTOES

As enzimas apresentaram diferentes comportamentos utilizando-se
0 mesmo solvente pressurizado mesmo quando submetidas as mesmas
condi¢des experimentais. A consecucdo do presente trabalho permite, de
maneira geral, concluir que:

¢ Os valores de pH e temperatura 6tima de atuacdo da enzima,
para as enzimas dos dois complexos enzimaticos estudados
(Pectinex® Ultra SP-L e Pectinex® Mash) foram de 4,5 e 55°C,
respectivamente.

¢ Os pardmetros de Michaelis-Menten, a velocidade mdxima
(VMmax) de reacdo e a constante de afinidade (Ky;) foram obtidos.
A enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash mostrou maior
afinidade com o substrato, e a enzima PME do complexo
Pectinex® Ultra SP-L mostrou o maior valor de V.

¢ A enzima PMGL do complexo enzimatico comercial Pectinex®
Mash apresentou o maior rendimento de imobilizacio (316,0%),
seguida da enzima PMGL do complexo Pectinex® Ultra SP-L
(309,9%) em gelatina-alginato.

¢ A enzima PME do complexo Pectinex® Ultra SP-L teve a sua
atividade reduzida durante a imobilizagdo em poliuretano. Este
comportamento pode estar relacionado com o aumento da
temperatura na formagao da espuma.

e A enzima Pectinex® Ultra SP-L imobilizada em suporte
alginato-gelatina tratada com GLP mostrou um acréscimo de
19 % para a atividade de pectinametilesterase (PME).

¢ A enzima Pectinex® Ultra SP-L imobilizada em suporte de
poliuretano (PU) tratada com GLP mostrou um acréscimo de
atividade de pectinametilesterase (PME) de 56%.

® A enzima pectinase liase (PMGL) do complexo Pectinex®
Mash imobilizada em suporte alginato- gelatina tratada com GLP
incrementou em 38 % a sua atividade.
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¢ A enzima Pectinex® Mash imobilizadas em suporte Poliuretano
houve um incremento de 3% na atividade de
pectinametilesterase (PME) e ndo houve aumento da atividade
enzimdtica para a pectina liase (PMGL). Por esta razdo, ndo foi
utilizado este suporte para os trabalhos posteriores.

¢ Quanto ao reuso das pectinases comerciais imobilizadas em
suporte gelatina-alginato e tratadas com gds GLP, a enzima
pectina liase (PMGL) do complexo Pectinex® Mash mostrou o
melhor resultado, mantendo a sua atividade por até 6 ciclos de
utilizacdo quando a atividade relativa atingiu 60%, enquanto o
controle manteve a atividade por 5 ciclos e atingiu 47% de
atividade relativa. A enzima pectinametilesterase (PME)
manteve a sua atividade por 5 ciclos, onde apresentou 57% de
atividade relativa e o seu controle manteve-se por 3 ciclos com
50% de atividade.

e Para o reuso do complexo Pectinex® Ultra SP-L, a enzima
pectina liase (PMGL) mostrou o melhor resultado, assim como
observado para o complexo Pectinex® Mash. A enzima manteve
a sua atividade por 3 ciclos de utilizacdo e atingiu 53% de
atividade relativa, enquanto que o controle obteve 2 ciclos
atingindo 64%. A enzima pectinametilesterase (PME) manteve a
sua atividade por 2 ciclos apresentando 67% de atividade relativa
e o seu controle 56% igualmente em 2 ciclos de utilizac¢do.

¢ De modo geral para a estabilidade térmica, as enzimas do
complexo Pectinex® Mash mostraram-se estdveis em todas as
temperaturas estudadas, enquanto que as enzimas do complexo
Pectinex® Ultra SP-L. nfo mostraram resposta em algumas
temperaturas altas. O uso do gds GLP mostrou efeito positivo na
estabilidade enzimatica.

Observou-se um aumento da estabilidade para as enzimas
tratadas com fluido pressurizado (GLP), mostrando influencia
do gés sobre a estabilidade e atividade enzimadtica.

E possivel observar que a enzima PME do complexo Pectinex®
Mash mostrou valores mais elevados para a energia de
desativacdo (E4), seguido da enzima PMGL do mesmo
complexo.
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¢ O gas GLP influenciou positivamente na clarificacido de suco de
péssego, pois na concentragdo de enzima de 0,00125%, a enzima
PME clarificou 26% a mais o suco em relagdo ao padrio (apenas
imobilizada), e a enzima PMGL clarificou 52,6% a mais. Desse
modo, € possivel inferir que a enzima PMGL do complexo
comercial Pectinex® Ultra SP-L. mostrou melhores resultados.

¢ A enzima que apresentou melhor performance foi a PMGL do
complexo Pectinex® Mash, principalmente na concentracdo de
0,000625%, sendo 39,8% mais eficaz que a enzima PME na
mesma concentracio.

e Para os soOlidos soldveis totais, as enzimas dos diferentes
complexos estudados ndo mostraram diferencgas significativas nas
diferentes concentracdes testadas. O mesmo aconteceu para os
resultados de viscosidade, pH, °Brix e acidez, mostrando que as
enzimas em estudo possuem potencial de clarifica¢do e reducio
dos sdélidos soluveis totais sem interferir nas qualidades sensoriais
e organolépticas do suco de péssego.

¢ As enzimas (PME e PMGL) do complexo Pectinex® Mash
imobilizadas e tratadas com gds GLP apresentaram atividade
relativa até o 7° ciclo de utilizagdo tanto para clarificagdo quanto
para reducdo de turbidez, quando a atividade relativa atingiu
40%.

Ao final do presente trabalho foi possivel verificar que a literatura
ainda apresenta uma grande lacuna em relagdo a utilizacdo de Gés
Liquefeito de Petréleo (GLP) pressurizado na avaliagdo da atividade
enzimatica. O estudo do tratamento das pectinases utilizando propano
e/ou butano como fluido supercritico contribuiria para avaliacdo do
comportamento destas enzimas.

Tendo em vista que o suporte de poliuretano pode afetar a
atividade enzimadtica em fun¢do da sua alta temperatura de reagéo para a
formacdo da espuma, sugerimos a utilizacdo da enzima comercial na
forma liofilizada. Resultados prévios do grupo de pesquisa da URI
mostraram-se promissores para as enzimas testadas.

A utilizacdo de diferentes suportes de imobiliza¢do, bem como o
estudo da clarificacdo de vinhos e outros sucos utilizando pectinases
imobilizadas em gelatina-alginato, contribuiriam na complementacio
do presente estudo.
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APENDICES
APENDICE I

Tabela 29 — Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadriticos e de
interacdo das varidveis independentes para a enzima PME da pectinase
comercial Pectinex® Ultra SP-L.

Efeito Erro Padrao P
Média 44,06 7,14 8.10™
pH Linear (pH)* 24,37 7,57 0,02
pH Quadratica (pH?) -17,26 9,03 0,11
Temperatura Linear (T)* -24,50 7,57 0,02
Temperatl(l;i)guadrética 3475 9.03 0.01
pH x Temperatura (pH x T) -12,10 10,69 0,40

* Efeitos significativos (p<0,05)
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APENDICE 11

Tabela 30 — ANOVA para a atividade enzimdtica da enzima PME como
resposta para 0 DCCR para o complexo Pectinex® Ultra SP-L.

Fatores Soma Graus de Média F
Quadratica Liberdade  Quadratica  calculado
Regressao 4298,39 5 859,68 7,52
Residuo 571,65 5 114,3
Falta de 570,20 3
ajuste
Erro Puro 1477 2
Total 4870,04 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,94,F, gs. 5.5 = 5,05
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APENDICE 111

Figura 30 - Superficie de resposta do planejamento completo fatorial 2° em
relagdo a atividade enzimatica de PME da pectinase comercial Pectinex® Ultra
SP-L em funcdo do pH e da temperatura.
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APENDICE IV

Tabela 31 - Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadriticos e de
interacdo das varidveis independentes para o complexo Pectinex® Ultra SP-L a
termos de medida de atividade de PMGL.

Erro

Efeito Padrio P
Média 18,93 1,17 0,000016
pH Linear (pH) 4,26 1,44 0,031263
pH Quadratica (pH?) 0,45 1,71 0,801049
Temperatura Linear (T) 6,49 1,43 0,006289
Temperatura Quadrdtica (T?) - 8,30 1,71 0,004690

pH x Temperatura (phH x T) -4,39 2,03 0,082622
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APENDICE V

Tabela 32 - ANOVA para a atividade enzimdtica para a enzima PMGL como
resposta para 0 DCCR do complexo Pectinex® Ultra SP-L.

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 228,98 3 76,32 13,3
Residuo 40,11 7 5,73
F;Etie 37,18 5
Erro puro 292 2
Total 269,09 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,96, Fys.57 = 4,34
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APENIDICE VI

Figura 31 - Superficie de resposta do planejamento completo fatorial 2° em

relagdo a atividade enzimdtica de PMGL da pectinase comercial Pectinex®
Ultra SP-L em fung¢do do pH e da temperatura.
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Tabela 33 — Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadriticos e de
interacdo das varidveis independentes para a enzima PME do complexo

Pectinex® Mash.

Efeito  Erro Padrao P
Média 37,77 4,76 5.107
pH Linear (pH)* 15,00 4,76 0,05
pH Quadratica (pH?) -16,34 6,97 0,06
Temperatura Linear (T)* -23,08 5,84 0,01
Temperatura Quadrdtica (T?)* - 20,92 6,97 0,03
pH x Temperatura (pH x T) -9,2 8,24 0,31
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APENDICE VIII

Tabela 34 — ANOVA para a atividade enzimdtica da enzima PME como
resposta para 0 DCCR para o complexo Pectinex® Mash.

Soma Graus de Média

Fatores  Quadritica Liberdade Quadritica F calculado

Regressao 228,517 4 571 8,07
Residuo 424.4 6 70,74
Fgllt; t‘ie 407,62 4
Erro Puro 16,84 2
Total 2709,64 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,93,F gs. 4.6 = 4,53
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APENDICE IX
Figura 32 - Superficie de resposta do planejamento completo fatorial 2° em

relagdo a atividade enzimitica de PME da pectinase comercial Pectinex®
Mash em fung¢ao do pH e da temperatura.
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APENDICE X

Tabela 35 — Andlise dos efeitos para os termos lineares, quadriticos e de
interacdo das varidveis independentes para a enzima Pectinex® Mash a termos
de medida de atividade de PMGL.

Efeito  Erro Padrao P
Média 46,19 3,96 0,000081
pH Linear (pH) 8,20 4,86 0,152342
pH Quadratica (pH?) -12,15 5,80 0,090211
Temperatura Linear (T) 8,69 4,86 0,133577
Temperatura Quadritica (T?) - 28,29 5,80 0,004551

pH x Temperatura (phH x T)  -5,78 6,86 0,437908
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APENDICE X1

Tabela 36 - ANOVA para a atividade enzimdtica da enzima PMGL como
resposta para 0 DCCR para o complexo Pectinex® Mash.

Fatores Soma Graus de Média F calculado
Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 1104,44 1 1104,44 12,9
Residuo 767.8 9
85,3
Falta de 644,11 7
ajuste
123,70 2
Erro puro
Total 1872,28 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,77, Fyos.10 = 5,11
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APENDICE X1I

Figura 33- Superficie de resposta do planejamento completo fatorial 2° em
relacdo a atividade enzimdtica de PMGL da pectinase comercial Pectinex®
Mash em fung¢ao do pH e da temperatura.
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APENDICE XIII

Tabela 37 - Coeficientes de regressdo e erro padrdo, valores de pressdo e
temperatura do planejamento fatorial completo 2} para atividade de PMGL do
complexo Pectinex® Ultra SP-L.

Coeﬁc1entfs de Erro padrio P
Regressao

Média 99,98 0,014 0
(1)Pressdo (L)* -7,95 0,016 0,000004
(2)Tempo (L)* -1,41 0,016 0,000141
(3)R (L)* 1,52 0,016 0,000122
1L.2L* 1,56 0,016 0,000116
1L.3L* 0,37 0,016 0,002024
2L.3L* -1,14 0,016 0,000217

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
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APENDICE XIV

Tabela 38 - Andlise de varidncia — ANOVA do planejamento fatorial 23 para a
atividade residual da enzima PMGL do complexo enzimdtico Pectinex® Ultra
SP-L ap6s tratamento com GLP.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados F
variacao quadrados liberdade médios calculado
Regressao 571,97 6 95,33 6,95
Residuo 54,81 4 13,70
Falta de Ajuste 54,81 2
Erro Puro 0,0045 2
Total 626,80 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de Correlagdo R= 0,95
Ftab,95%=6a 16
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Figura 34 - Estabilidade da enzima PME livre do complexo enzimdtico
Pectinex® Ultra SP-L nas temperaturas de -80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XVI

Figura 35 - Estabilidade da enzima PME do complexo enzimético Pectinex®

Ultra SP-L imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de
-80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XVII

Figura 36 - Estabilidade da enzima PME imobilizada e pressurizada do
complexo enzimatico Pectinex® Ultra SP-L nas temperaturas de -80°C, -18°C
e 4°C.
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APENDICE X VIII

Figura 37 - Estabilidade da enzima PMGL livre do complexo enzimético
Pectinex® Ultra SP-L nas temperaturas de -80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XIX

Figura 38 - Estabilidade da enzima PMGL do complexo enzimdtico Pectinex®
Ultra SP —-L imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de -
80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XX

Figura 39 - Estabilidade da enzima PMGL imobilizada e pressurizada do
complexo enzimdtico Pectinex® Ultra SP —L nas temperaturas de -80°C, -18°C
e 4°C.

100 M
90
80 TS
70
60 u
50 #(-)80°C
40 * m()18°C
30 A
20
10

L d |

Atividade Residual (%)

4°C

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)



205

APENDICE XXI

Figura 40 - Estabilidade da enzima PME livre do complexo enzimdtico
Pectinex® Mash nas temperaturas de 80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XXII

Figura 41 - Estabilidade da enzima PME do complexo enzimético Pectinex®
Mash imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de -80°C, -

18°C e 4°C.
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APENDICE XXIII

Figura 42 - Estabilidade da enzima PME imobilizada e pressurizada do
complexo enzimdtico Pectinex® Mash nas temperaturas de -80°C, -18°C e 4°C.
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APENDICE XXIV

Figura 43 - Estabilidade da enzima PMGL livre do complexo enzimético
Pectinex® Mash nas temperatura de 80°C, -18°C e 4°C.
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Figura 44 - Estabilidade da enzima PMGL do complexo enzimdtico Pectinex®
Mash imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de 80°C, -

18°C e 4°C.
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APENDICE XXVI

Figura 45 - Estabilidade da enzima PMGL imobilizada e pressurizada do
complexo enzimatico Pectinex® Mash nas temperaturas de 80°C, -18°C e 4°C.
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Figura 46 - Estabilidade da

Atividade Residual (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

211

enzima PME livre do complexo enzimdtico
Pectinex® Ultra SP-L nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXVIII

Figura 47 - Estabilidade da enzima PME do complexo enzimdtico Pectinex®
Ultra SP-L imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de
25°C, 30°C e 40°C.
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APENDICE XXIX

Figura 48 - Estabilidade da enzima PME do complexo enzimético Pectinex®

Ultra SP-L imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de
50°C e 60°C.
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APENDICE XXX

Figura 49 - Estabilidade da enzima PME imobilizada e pressurizada do
complexo enzimdtico Pectinex® Ultra SP —L nas temperaturas de 25°C, 30°C e
40°C.
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Figura 50 - Estabilidade da enzima PME imobilizada pressurizada do complexo

enzimatico Pectinex® Ultra SP —L nas temperaturas de 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXII

Figura 51 - Estabilidade da enzima PMGL livre do complexo enzimético
Pectinex® Ultra SP —L nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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Figura 52 - Estabilidade da enzima PMGL do complexo enzimdtico Pectinex®

Ultra SP-L imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de
25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXIV

Figura 53 - Estabilidade da enzima PMGL imobilizada e pressurizada do
complexo enzimdtico Pectinex® Ultra SP —L nas temperaturas de 25°C, 30°C,
40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXV

Figura 54 - Estabilidade da enzima PME livre do complexo enzimdtico
Pectinex® Mash nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXVI

Figura 55 - Estabilidade da enzima PME do complexo enzimético Pectinex®
Mash imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de 25°C,

30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXVII

Figura 56 - Estabilidade da

221

enzima PME mobilizada e pressurizada do

complexo enzimatico Pectinex® Mash nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C,

50°C e 60°C.
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APENDICE XXXVIII

Figura 57 - Estabilidade da enzima PMGL livre do complexo enzimético
Pectinex® Mash nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XXXIX
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Figura 58 - Estabilidade da enzima PMGL do complexo enzimdtico Pectinex®
Mash imobilizada em suporte de gelatina-alginato nas temperaturas de 25°C,

30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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APENDICE XL

Figura 59 - Estabilidade da enzima PMGL imobilizada e pressurizada do
complexo enzimatico Pectinex® Mash nas temperaturas de 25°C, 30°C, 40°C,
50°C e 60°C.
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