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RESUMO - Neste trabalho objetivou-se imobilizar a pectina liase produzida por
Aspergillus niger ATCC 9642 em poliuretano e avaliar a estabilidade térmica da
enzima imobilizada. A pectina liase empregada neste estudo foi bioproduzida por
fermentagdo submersa utilizando Aspergillus niger ATCC 9642 em médio
sintético composto por 32 g/L de pectina citrica (VETEC), 2 g/L de L-asparagina,
0,06 g/L de fosfato de potassio, 1,0 g/LL de sulfato de ferro, 180 rpm 30 °C, pH
inicial de 5,5 e 48 horas de fermentagdo. A reacdo de polimerizagdo para obtencao
do poliuretano (PU) foi realizada utilizando a razdo dos monomeros
poliol:isocianato (6:4 (v/v)) e ImL de enzima diluida previamente em agua (1:10
v/v)). A fim de avaliar o processo de imobilizacao, realizaram-se os calculos do
rendimento da imobilizagdo, cujo resultado foi de 1042,06%. A avaliagdo da
estabilidade térmica da enzima imobilizada foi avaliada incubando-se a enzima
imobilizada a diferentes temperaturas (-80, -2, 2-8, 10-25 e 35 °C) em fun¢do do
tempo de estocagem. De acordo com os resultados apresentados, a PMGL
imobilizada ¢ mais estavel a temperatura de 35°C, apresentando 50% de sua
atividade apos 50 dias de estocagem.

1. INTRODUCAO

As enzimas pectinoliticas constituem um complexo sistema de biocatalisadores, cuja
funcdo ¢ a degradacdo ou modificagdo das substancias pécticas (YADAYV et al., 2009). As
pectinases tém diferentes aplicagdes biotecnoldgicas em industria de bebidas (auxilia no
processo de filtragdo, clarificagdo e aumento do rendimento), industria de alimentos
(fermentacdo de café¢ e cha e extracdo de 0leo), industria téxtil (degomagem de fibras -
algoddo, rami, juta e linho), racdo animal e industria de papel e celulose (SANDRI et al.,
2011; ZHANG et al., 2011; DIAZ et al., 2013; PEREZ et al., 2013).

A pectina liase (PMGL) ¢ uma enzima que despolimeriza a pectina com alto grau de
metoxilacao diretamente por B-eliminacao, resultando a formacao de 4cido galactur6nico com
uma insaturac¢do entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do acido galacturénico formado,
causando uma rapida queda na viscosidade da solugdo do substrato. Esta enzima ¢é
particularmente interessante por despolimerizar pectinas sem alterar seu grau de esterificagao
e sem a necessidade de agdo prévia de outra enzima do complexo pectinolitico (YADAYV et
al., 2009).

Por razdes praticas e econdmicas, o reuso de enzimas (e da pectina liase, em particular)
deve também ser considerado. Para resolver este problema, nas ultimas décadas foram
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desenvolvidos métodos de imobilizacdo. O uso da tecnologia para imobilizar enzimas ganhou
impulso por varias razdes. Uma das principais vantagens ¢ que ela permite a reciclagem e
reutilizagdo facil, o que melhora significativamente a viabilidade comercial da enzima em
comparac¢ao com a enzima livre (Milner et al., 2013).

A imobilizagdo envolve tipicamente a fixagdo ou dispersdo de uma enzima ou célula
em um material insoluvel, para formar um sistema heterogéneo. Os métodos de imobilizagao
sdo, em geral, usados para proteger a enzima do meio reacional (aquoso, organico, ou
aquorrestrito), promovendo assim a manutencdo ou o aumento significativo na atividade
catalitica. Além disso, outros beneficios sdo o aumento da uma maior estabilidade em valores
de pH e de temperaturas diferentes, facilidade de controle de reacao e separacao do produto
final (Sheldon e Van Pelt, 2013).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo imobilizar a pectina liase produzida por
Aspergillus niger ATCC 9642 em poliuretano e avaliar a estabilidade térmica da enzima
imobilizada.

2. METODOLOGIA

2.1 Producio da Pectina liase (PMGL)

A pectina liase empregada neste estudo foi bioproduzida por fermenta¢do submersa
utilizando Aspergillus niger ATCC 9642 em médio sintético composto por 32 g/L de pectina
citrica (VETEC), 2 g/L de L-asparagina, 0,06 g/L de fosfato de potassio, 1,0 g/L de sulfato de
ferro, 180 rpm 30 °C, pH inicial de 5,5 e 48 horas de fermentagdo (Gomes et al., 2011).

2.2 Imobilizacao

A 1imobilizagdo foi realizada utilizando a pectina liase produzida conforme citado
anteriormente. A enzima PMGL foi previamente diluida em H,O, na proporc¢ao de 1:10 (v/v)
(enzima:agua). Os mondmeros comerciais poliol e isocianato foram produzidos com uma
formulagao especifica para colchdes e espumas injetadas, pela Empresa Flexivel Poliuretanos-
Mannes.

A reagdo de polimerizagdo para obten¢do do poliuretano (PU) foi realizada utilizando a
razdo dos monomeros poliol:isocianato (6:4 (v/v)), segundo metodologia de Nyari et al.,
(2013).

O procedimento de imobilizacdo da enzima PMGL em PU foi realizada na concentragado
pré-estabelecida da etapa anterior, onde 10% da enzima diluida foi adicionada a0 mondmero
(Poliol) sendo homogeneizado e em seguida adicionado o isocianato. Apos a etapa de
polimerizacdo, o poliuretano contendo a enzima (imobilizado) foi mantido durante 24 horas
em dessecador para equalizacdo do teor de umidade, para posterior medida da atividade,
comparando a enzima na sua forma livre.

2.3 Avaliacao da estabilidade térmica da PMGL imobilizada

A fim de determinar a estabilidade das enzimas imobilizadas frente a diferentes
temperaturas estas foram submetidas a temperaturas de -80, -2, 2-8, 10-25 e 35 °C,
respectivamente.
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2.4 Atividade de pectina liase (PMGL)

A atividade da pectina liase serd determinada segundo método de Ayers et al. (1966),
descrito por Pitt (1988) com modificacdes. O método determina os produtos insaturados finais
da degradacdo da pectina pelo 4cido tiobarbitirico. A mistura de reagdo consistiu em 5,0 mL
da solug¢do de pectina 1,0 % em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5; 1,0 mL da solugdo de
CaCl, 0,01 M; 1,0 mL do extrato bruto enzimatico e 3,0 mL de 4gua destilada. Apds a
incubacdo por 10 minutos a 30°C, foi adicionado 0,6 mL de uma solu¢ao de ZnSO, 7.H,O
9% em seguida 0,6 mL de NaOH 0,5 M. As proteinas precipitadas do substrato nao
consumido serdo removidas por centrifugacao (modelo Mikro 20) a 3000 g por 10 minutos. O
sobrenadante (5 mL) serd adicionado a mistura de 3,0 mL do acido tiobarbitarico 0,04 M;
1,5 mL de HC1 0,1 M e 0,5 mL de agua destilada. A mistura serd aquecida em banho-maria
(Nova Etica) por 30 minutos, resfriada e medida a absorbancia & 550 nm. Uma unidade da
atividade enzimatica ¢ definida como a quantidade de enzima que causa a mudanca de 0,01 na
absorbancia a 550 nm, nas condic¢des do ensaio (Pitt,1988).

3. RESULTADOS

3.1 Producao de Pectina Liase (PMGL)

A enzima PMGL foi produzida pela cepa de Aspergillus niger ATCC 9642 em meio
composto por 32 g/L de pectina citrica, 0,04 g/L de sulfato de ferro, 30 g/LL de extrato de
levedura, nas condi¢des de 180 rpm, 30 °C, 60 h de incubacdo do meio, pHiyiciat 5,5 €
5x10%sporos/mL, a qual teve atividade de 8,63U/mL.

3.2 Imobilizagio

O rendimento do imobilizado (1042,06%) foi calculado considerando a atividade total
da enzima livre em solugdo e a atividade total do imobilizado de acordo com a Equagdo 1
(Pinheiro, 2005).
U, bilized
RI(%) — imoollize XIOO
U, (1)

Onde:

RI (%) = Rendimento de imobilizacao;

Usimobilizada = atividade enzimatica no imobilizado;

Uo = atividade da solucao enzimatica oferecida para imobilizagao.

3.3 Estabilidade da PMGL imobilizada em poliuretano frente a diferentes
temperaturas de estocagem

O estudo da estabilidade ¢ importante, pelo fato de permitir observar o comportamento
da enzima e quanto de sua atividade inicial ¢ mantida ao longo do periodo de armazenamento.
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A enzima PMGL imobilizada foi submetida a diferentes temperaturas (-80, -2, 2-8, 10-25 e 35

°C) conforme apresentado nas Figuras 1(a), (b), (c), (d) e (e), respectivamente.
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Figura 1- Estabilidade da PMGL imobilizada em poliuretano submetida a diferentes
temperaturas (-80, -2, 2-8, 10-25 e 35 °C).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1 (a), podemos observar que no
tempo de 20 dias a enzima imobilizada atinge 50% de sua atividade inicial a temperatura de -
80°C, ja na Figura 1 (b) quando a PMGL imobilizada foi submetida a temperatura de -2°C,
onde observamos que ja em 5 dias a enzima perde 50% da sua atividade inicial.

Quando a enzima PMGL imobilizada foi submetida a uma faixa de temperatura igual a
2 a 8°C (Figura 1(c), sua estabilidade foi de aproximadamente 10 dias a enzima perde 50% da
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sua atividade inicial. Ja& quando submetida a outra faixa de temperatura, de 10 a 25°C (Figura
1(d), observamos em 40 dias a enzima perde 60% da sua atividade inicial.

A Figura 1 (e), apresenta a estabilidade da PMGL submetida a temperatura de 35°C,
onde em aproximadamente 50 dias a enzima perde 60% da sua atividade inicial. Sendo assim,
podemos concluir de que a PMGL quando submetida a temperatura de estocagem igual a
35°C ¢ mais estavel ao longo do tempo quando comparada as demais, ou seja, demora mais
tempo para perder sua atividade residual.

Apesar de serem escassas as informagdes da literatura para avaliagdo da estabilidade
térmica da pectina liase obtida a partir de micro-organismos imobilizagdo em poliuretano.

Busto et al., (2010), ao imobilizar Poligalacturonase (PG) sobre esferas de
polimetacrilato-divinilbenceno (pm-dvb), obtiveram resultado semelhante ao do presente
estudo, onde a PG imobilizada reteve aproximadamente 70,5 % da sua atividade apos dois
meses de armazenamento.

Bampi (2010), estudou a imobilizagaoda Poligalacturonase (pectinase) de Penicillium
brasilianum em suporte de alginato-carvao e observou que, uma queda de atividade de mais
de 50 % apds 67 h de armazenamento a 4 °C.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, a pectina liase produzida por A. niger
ATCC 9642 ¢ imobilizada em poliuretano ¢ mais estavel a temperatura de 35°C, apresentando
50% de sua atividade apds 50 dias de estocagem.
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