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RESUMO - Os processos biotecnologicos requerem enzimas estdveis sob as
condicdes de estocagem e durante a aplicagdo industrial. Os estudos de
termorresisténcia fornecem informagdes relacionadas a manutencao da capacidade
cataliticas dos biocatalisadores, quando submetidos a a¢do de diversas temperaturas.
Neste trabalho, foi avaliada a influéncia da temperatura (4°C, ambiente, 55°C e 80°C)
sobre a atividade enzimatica da pectinase comercial de Aspergillus niger na forma
livre (liquida e liofilizada) e imobilizada in situ em espuma rigida de poliuretano (PU).
As atividades pectinoliticas foram determinadas pelo método do dacido 3,5-
dinitrosalicilico na reacdo de hidrdlise da pectina citrica em condigdes Otimas de
reacdo para cada derivado enzimatico. Considerando como 100 % a atividade inicial,
os resultados revelaram que, nas temperaturas e tempos avaliados, o derivado
imobilizado mostrou-se muito mais resistente e estavel em relagao a forma livre. Os
melhores resultados foram a 4°C para a pectinase imobilizada, a qual apresentou
hiperativacao da atividade enzimatica, aumentando em 98 % a atividade inicial apos
229 dias de estocagem e, também, a 80°C e 55°C onde a retengdo da atividade inicial
foi 28,7 % e 40 % apos 3 e 44 dias de armazenamento, respectivamente. Atribuiu-se
esse comportamento ao microambiente gerado dentro da rede polimérica que,
provavelmente, protegeu a enzima da influéncia da temperatura e imitou os efeitos de
aglomeragdo e confinamento em uma célula viva.

1. INTRODUCAO

As pectinases sao um grupo complexo de enzimas que degradam as substancias pécticas, até
as unidades monoméricas basicas, hidrolisando as ligacdes glicosidicas ao longo da cadeia
carbonica (Pedrolli ef al., 2009.; Uenojo e Pastore, 2007). Estas enzimas podem ser aplicadas em
diversos processos biotecnoldgicos, especialmente, na produgdo de sucos de frutas nas etapas de
filtracdo e clarificagdo, na elaborac¢do de vinhos e nos processos de extragdo e maceracdo de frutas
e vegetais (Jayani et al., 2005). Os preparados comerciais de pectinases sdao, geralmente,
comercializados na forma soluvel, apresentando problemas de aplicagdo como a instabilidade
perante as mudangas na temperatura e das condi¢des de processo, contaminagdo do produto pela
presenga do biocatalisador e impossibilidade da sua recuperacdo e reutilizacdo (Seenuvasan et al.,
2013; Abdelmajeed et al., 2012).
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Com o intuito de minimizar tais inconvenientes surgiram as técnicas de imobilizagdo
enzimatica, as quais melhoram o desempenho das enzimas nos processos cataliticos, devido a
obtengdo de derivados imobilizados com incremento na estabilidade enzimatica, em fungdo das
interacdes fisicas e quimicas entre o suporte ¢ as moléculas do biocatalisador, além de torna-los
recuperaveis e reutilizdveis durante os ciclos cataliticos (Datta et al., 2013). As enzimas podem
ser imobilizadas sobre uma ampla variedade de suportes naturais ou sintéticos, a elei¢do do
suporte e/ou a técnica depende da natureza da enzima, do substrato e da aplicacdo (Buga et al.,
2010). O poliuretano (PU) vem sendo utilizado como suporte para a imobilizagdo de micro-
organismos, enzimas € na concep¢do de biossensores analiticos. As propriedades unicas do PU
merecem destaque especial, uma vez que esse material, além de ser de baixo custo, oferece
vantagens na sua aplicacao, tais como a alta resisténcia mecanica, a solventes e fatores ambientais
(Nyari. 2013). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a termorresisténcia da
pectinase comercial de Aspergillus niger livre (liquida e liofilizada) e imobilizado em espuma
rigida de PU incubada as temperaturas de 4°C, ambiente (entre 10°C e 30°C), 55°C e 80°C.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A pectinase comercial de Aspergillus niger (ROHAPECT® DAG6L) utilizada para os
experimentos de imobilizagdo foi adquirida de AB Enzymes (Alemanha). Os precursores
utilizados para a sintese da espuma rigida de PU foram o poliol e diisocianato. A pectina citrica e
o0 4acido a-D-galacturdnico monohidratado foram adquiridos da Vetec (Brasil) e Sigma Aldrich
(Suicga), respectivamente. Todos os demais reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste
estudo foram de grau analitico.

2.2 Liofilizacdo da pectinase

30 mL da pectinase na forma liquida foram armazenados em freezer a — 80°C por 24 horas.
Posteriormente, foram liofilizados em liofilizador Edwards ® modulyo 4K a uma pressdo de
vacuo de 0,1 mbar e temperaturas aproximadas de -50°C.

2.3 Imobilizacao da pectinase

A imobiliza¢do da pectinase foi realizada in situ, através da sintese da espuma de PU
mediante a reagdo de polimerizagdo dos mondmeros poliol e diisocianato conforme o método
adaptado de Silva et al. (2013). Para a imobilizacdo, foram utilizados 0,2 g de enzima liofilizada e
misturados com 3 mL de poliol. Apés a solubilizagao foram adicionados 2 mL de diisocianato de
modo a iniciar a reacdo de polimerizagdo do PU (5 minutos). A espuma formada, contendo a
enzima, foi deixada em repouso por 24 h para a sua completa solidificagdo. Posteriormente, foi
fracionada e armazenada.

2.4 Atividade enzimatica

Utilizando o método de Miller (1959) com algumas modificagdes, as atividades
pectinoliticas foram determinadas nas condi¢des otimizadas de reacdo da hidrolise do substrato
pectina citrica (0,7 % m/v) correspondente a 37°C e pH 3,4 para a pectinase livre (liquida e
liofilizada) e 55°C e pH 4,5 para a pectinase imobilizada em PU. Uma unidade pectinolitica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de acido galacturonico por
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minuto (U= pmol. min"") sob as condi¢des de ensaio. As atividades enzimaticas foram expressas
em U. mL! para a pectinase liquida, U. g"! de enzima para a liofilizada e para a imobilizada em
U. g'! de suporte.

2.5 Perfis de estabilidade térmica

Os perfis de estabilidade térmica da pectinase liquida, liofilizada e imobilizada em PU foram
determinados mediante a incubacdo das amostras nas temperaturas de 4°C, ambiente (entre 10°C e
30°C) para fins de armazenamento e nas temperaturas de 55°C e 80°C para avaliar sua
estabilidade na aplicacdo em processos industriais. Periodicamente, foi determinada a atividade
residual, a qual foi calculada conforme a equacdo (1). Considerou-se como 100 % a atividade
enzimatica no tempo zero.

UF
R (%) = 7%100
I

(1)

Sendo que: R (%) € a atividade residual, U; e Ug correspondem a atividade inicial e apds
a incubag¢do na temperatura avaliada, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis de estabilidade térmica sdo de grande utilidade para avaliar o desempenho
dos biocatalisadores sob as condi¢des do processo, além de fornecer dados a respeito da vida
util, ou seja, por quanto tempo a enzima conservara sua capacidade catalitica quando
submetida ao efeito de diferentes temperaturas. A termorresisténcia da pectinase comercial de
A. niger, nas formas liquida, liofilizada e imobilizada em PU, foi avaliada mediante
determinagdes periodicas das atividades enzimaticas, apos a incubagdo nas temperaturas de
4°C, ambiente (entre 10°C e 30°C), 55°C e 80°C. Na Figura 1, estdo dispostos os perfis de
atividade residuais obtidos para a enzima livre e imobilizada durante o tempo avaliado.

Figura 1- Efeito da temperatura sobre a termorresisténcia da pectinase (a) liquida, (b)
liofilizada e (c) imobilizada em espuma rigida de PU.
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Considerando a atividade inicial como 100 %, os resultados mostraram que durante o
periodo de incubagdo a temperatura de 4°C, ndo houve perda da atividade enzimadtica tanto
para a pectinase livre quanto a imobilizada. Porém, observou-se que a enzima imobilizada
apresentou hiperativacdo da atividade enzimatica, obtendo-se 198 % de atividade residual
apos 229 dias (Figura 1c). A pectinase livre (Figura la e b) conservou 100 % da atividade
inicial tanto na forma liquida quanto liofilizada.

Esses resultados sugerem que o suporte do PU fornece prote¢do a enzima do ambiente
exterior, permitindo o aumento da atividade pectinolitica e, consequentemente, da estabilidade
enzimatica. Em enzimas imobilizadas essa tendéncia pode ser vinculada as melhoras no
microambiente criado dentro do suporte, que minimiza a influéncia da temperatura e imita os
efeitos de aglomeragdo e confinamento em uma célula viva (Zhang et al., 2008). O uso de
suportes hidrofobicos, como o PU, ¢ mais vantajoso para a conservacdo da capacidade
catalitica das enzimas imobilizadas, uma vez que esses simulam o meio natural das enzimas e
muitas vezes podem promover a hiperativagdo da atividade catalitica e o aumento da
estabilidade, como decorréncia da diminui¢do da retengdo de agua devida a hidrofobicidade
do suporte, o que provavelmente minimiza os processos de desnaturagdo que estdo
relacionados a percentagem de hidratacdo das enzimas (Branco et al., 2010.; Fernandez-
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Lafuente et al., 1998).

Apo6s 229 dias de incubagdo na temperatura ambiente, corroborou-se que as pectinases
liquida, liofilizada e imobilizada conservaram, concomitantemente, 96 %, 98 % e 99 % das
suas atividades enzimadticas iniciais. Nos perfis de atividade residual obtidos nas temperaturas
de 55°C e 80°C, observa-se que a pectinase imobilizada na espuma rigida de PU exibiu
elevada estabilidade térmica quando comparada com as formas livres. O derivado imobilizado
reteve 40 % e 28,7% da atividade inicial apds 44 e 3 dias de armazenamento nas
temperaturas de e 55°C e 80°C, respectivamente. Enquanto que a enzima livre, tanto liquida
quanto liofilizada, foi inativada no primeiro dia de armazenamento a 80°C e, a 55°C
conservou 10,1 % (liquida) e 20 % (liofilizada) da atividade inicial apods a estocagem por 3 e 4
dias, respectivamente. Geralmente, a imobilizacdo pode aumentar a rigidez da estrutura
globular ativa das enzimas como consequéncia das interagdes multipontuais ndo covalentes
entre a enzima e o suporte, por conseguinte, serd necessaria maior energia de ativagdo para
rearranjar a conformagdo estrutural da enzima até uma organizagdo molecular que permita a

ligacdo do substrato ao sitio ativo, tornando a enzima mais resistente ao calor e a inativa¢ao
(Wuetal, 2014).

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a termorresisténcia da pectinase comercial de Aspergillus
niger na forma liquida, liofilizada e imobilizada in situ na espuma rigida de PU. Constatou-se
que o suporte de PU foi biocompativel com a pectinase, acarretando efeitos benéficos na
estabilidade térmica, além de hiperativacao a 4°C, e aumento da estabilidade térmica a 55°C e
80°C. Essa tendéncia foi vinculada ao microambiente criado dentro do suporte que protegeu a
enzima do ambiente exterior e a rigidez molecular causada pela imobilizagdo. Em geral, essas
caracteristicas fazem da pectinase imobilizada em PU um derivado com excelente potencial
para ser utilizado na concep¢do de biorreatores e em diversas aplicagdes na industria de
alimentos.
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