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RESUMO - As técnicas de imobilizacdo enzimatica permiteister biocatalisadores com melhoras
significativas na sua estabilidade operacionalnatde possibilitar sua recuperacdo e reutilizaca@ex@ato
enzimatico pectinolitico déspergillus nigerATCC 9642 foi imobilizado por encapsulamento natrina
biomimética polimérica-inorganica de alginato-gektoxalato de calcio (AGOCa) e nas matrizes cémtde
alginato-oxalato de calcio (AOxal) e alginato-ad#éeCa). A atividade enzimatica de Exo-poligalactiase
(Exo-PG) dos imobilizados foi determinada utilizandectina citrica como substrato. A avaliacdo dsae
demonstrou que o extrato pectinolitico imobilizate matriz hibrida de AGOCa manteve 56,33 % de sua
atividade inicial até o 9° ciclo, ja quando imatalilo nas matrizes controle de AOxal e ACa, 50,635%,6 %
das suas atividades iniciais foram mantidas nascif e 6° ciclo, respectivamente.

Palavras-chave Imobilizacao; extrato pectinolitico; redso, algfio-gelatinaAspergillus nigelATCC 9642.
1 INTRODUCAO

As pectinases sdo enzimas que hidrolisam as swissgpécticas e na industria de alimentos, utiliza
se comumente para a clarificacdo e aumentar omemtd da produgdo de sucos, produgdo de vinhos e no
processos de extracdo e maceracdo de frutas enieeEEGANNATHAN e NIELSEN, 2013; SEMENOVAt
al., 2006; JAYANIet al.2005).

Apesar das vantagens dos catalisadores biologistes geralmente sdo vendidos na forma sollvel,
apresentando problemas de aplicacao tais comabitidade de alguns deles nas condi¢c6es do praocggeda
da atividade durante as reac¢fes, contaminacdo aftutor final pela presenca do catalisador em sojucéo
dificuldade da sua eliminacdo da mistura de reagdo impossibilidade da sua recuperacdo e reutiizac
(ARROYO, 1998).
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Frente a isso, as técnicas de imobilizacdo demawisurgiram como alternativa para solucionar tais
inconvenientes. As técnicas de imobilizacao poapsulamento sdo especialmente desenhadas pairgiestr
mobilidade das moléculas de enzima, atingindo-sefaito benéfico na estabilidade em comparacédoasma
forma soluvel, além de permitir a separacdo do medcional e sua reutilizacdo (GOMESal, 2006; DATTA
et al, 2013). O método de imobilizacdo baseado na gmdedo idnica utiliza principalmente alginato como
componente da membrana e a combinacdo de ionstiiegal como o calcio para induzir a geleificacéo,
conseguindo-se que as enzimas fiquem livres ent@olunas tenham restrito seus movimentos pelat@stru
reticular do gel, permitindo que a difusdo do sutbste produtos se dé através da membrana porosada
(ABDELMAJEED et al, 2012).

Os materiais hibridos poliméricos-inorganicos adsi através da técnica de mineralizacdo biomimética
sdo considerados como a proxima geracdo de matpaes a imobilizacdo de enzimas, uma vez que
proporcionam ambientes biocompativeis para o ent@pento e estabilizacdo das enzimas, além densar u
metodologia simples e facil (L&t al.2012; SHENet al.,2011).

Neste sentido, o objetivo principal do trabalho &waliar a reutilizacdo do extrato enzimatico
pectinolitico deAspergillus nigerATCC 9642 imobilizado em matriz biomimética poliie@—inorganica de
alginato-gelatina-oxalato de calcio (AGOCa) e nadrizes controle de alginato-oxalato de célcio (A

alginato-agua (ACa).

2 MATERIAL E METODOS

2.1Bioproducio do extrato enzimatico pectinolitico

O extrato enzimatico bruto pectinolitico foi obtidnediante fermentacdo submersa, segundo a
metodologia otimizada descrita por Gone¢sl. (2011). Foi utilizado um meio sintético otimizadenstituido
de 32g/L de pectina citrica, 2 g/L de L- asparagh@6 g/L de fosfato de potassio, 1,0 g/L de solfe ferro. A
concentragéo de esporos utilizada foi de 8e$poros/mL. As condigées empregadas para a biogiodaram:

180 rpm, 30°C, pH inicial de 5,5 e tempo de 24 sora

2.2 Atividade Exo-poligalacturondsica (Exo-PG) doxrato pectinolitico imobilizado

A atividade de Exo-PG do extrato enzimatico petiiico imobilizado foi determinada pela medida da
liberacéo de grupos redutores segundo Miller (1L9&®n algumas modificag6es. Uma unidade pectinaliii
definida como a quantidade de enzima necessérélip@ral 1pmol de acido galacturdnico por minuto (U=

umol/min). As atividades do extrato pectinoliticooipilizado foram expressas em unidades de ativigadea
(U/g).
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2.3 Imobilizaciao do extrato bruto pectinolitico

A imobilizacdo do extrato enzimatico pectinolitifm realizada segundo a metodologia de Séieal.
(2011) com modificacdes. Alginato de sédio 2 % Ydbi suspenso em um proporcdo 3:10 (v/v) de extrat
enzimatico/tampédo oxalato de sddio (100 mM, pH.5(b)gel obtido foi gotejado em uma solucdo de gacCl
(75 mM) e gelatina até uma concentracéo final &e (p/v) mantida sob agitacdo constante. Durantmibdtos
as esferas permaneceram na solucao de,@a@latina, posteriormente, foram lavadas commbD@e agua
destilada e 100 mL de tampé&o acetato de sddiofMPOpH 5,5). Para a formagdo das matrizes contele
AOxal e ACa, seguiu-se 0 mesmo procedimento, caffifemenca que para dissolver o alginato de sodio fo
utilizado o tampéo oxalato de sédio (100 mM, pH) ®Zgua destilada, respetivamente, e a solucdadd

(75 mM) nao continha gelatina.

2.4 Reusos

As esferas do extrato pectinolitico imobilizadoafm usadas sucessivamente em diferentes ciclos de
reacles. A atividade de Exo-PG da primeira reagéiodnsiderada como 100%. Apés cada um dos cia®s,
esferas contendo o extrato enzimatico foram renasvitb meio reacional, lavadas com agua destilagdéueao
tampao de acetato de sodio (100 mM, pH 5,5). Ap@srecdo do excesso de solucdo aquosa, com ooadili
bomba a vacuo (Tecnal TE-085), foi realizada a gesade atividade de Exo-PG empregando a metodologia

descrita no item 2.2. A equacao 1 fornece o célpata a atividade relativa (RA) de cada ciclo.

RA (% ): Atividade de Exo-PG do extrato no ciclo n <100 (1)

Atividade de Exo-PG do extrato no ciclo 1

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O maior interesse ao imobilizar uma enzima é obterbiocatalisador que possa ser reutilizado no
processo catalitico. Ao longo dos relsos, € combtar aiminuicdo da atividade enzimatica. Esta quibzlze
ser quantificada para determinar o nimero maximgedes que a enzima imobilizada pode ser utiliza€m
afetar significativamente a produtividade do prece$KEMPKA, 2012). A Figura 1 mostra os perfis de
atividade relativa (%) obtidos para o extrato erion pectinolitico obtido dA. nigerATCC 9642 em relacao
ao redso.

Observa-se uma perda gradativa da atividadevalat longo do redso, sendo que o extrato enzimatic
imobilizado em AGOCa apresentou os melhores rangtapermitindo um maior nimero de reutilizagdes em
comparagdo com as matrizes controle, mantendo%@l8 sua atividade inicial no 9° ciclo. Quando iitiwddo
nas matrizes controle de AOxal e ACa obteve-se5®& 57,6 % das suas atividades iniciais manttias 7°

e 6° ciclo, respectivamente. A perda de atividaglativa pode ser explicada pela inativacdo da emzm
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virtude da desnaturacéo proteica (KEPMKA, 2012)raleeente enzimas encapsuladas em alginato de calcio
tém diminuicdo da sua atividade apds seu uso esnedifes ciclos cataliticos, devido a liberacdordanea do
suporte como resultado da lavagem das esferanalodé cada ciclo, além de mudancgas conformaci@nais
dano mecénico das esferas depois de ser utilizapgatidas vezes (REHMAB! al, 2013; WONet al.,2005).

Figura 1. Reuso do extrato pectinolitico imobilizado em AGD&O0xal e ACa.
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Bugaet al.(2010) estudaram o retso da poligalacturonage deger(SA6) imobilizada em alginato de
calcio e determinaram que apos trés ciclos, estaerea 14,8 % da sua atividade catalitica iniSalgundo os
autores, a reducédo da atividade pode ser devidatiadcdo pelo calor e a perda gradual da atividdédo a
fuga de enzima ao meio reacional.

Saxenaet al (2008) obtiveram 50 % de perda da atividade ivelahipds trés ciclos de relso da
poligalacturonase dé. niger Van Tieghem (MTCC 3323) imobilizada em suportesaatd de polietileno,
enquanto, Raet al. (2000) relataram uma retengéo de 28 % da atividadema Endo-poligalacturonase, obtida
a partir deA. ustusjmobilizada, apos ser utilizada por 10 ciclos.

Valores de atividade residual nos redsos de pseimtambém séo reportados na literatura. Csanadi e
Sisak, (2006) ao avaliarem o redso da enzima Ractitiira SP-L imobilizada em resina de AmberliteABRO
Cl, determinaram que o imobilizado pode ser usagolo ]2 ciclos consecutivos para a producdo de fruto-
oligossacarideos. lat al (2008) estudaram a imobilizacdo de pectinase moate@m suporte ativado de agar-

gel e encontraram que a enzima imobilizada mateft 8& atividade residual apés 10 ciclos de reacéao.



WPF |y (
Universidade | Engenhariade
de Passo Fundo Alimentos

SIMPOSIO DE  |ssN 2236-0409
ALIMENTOS v. 8 (2013)

PARA A REGIAO SUL p 5/6
Passo Fundo/RS, 17 e 18 de outubro de 2013

4 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a reutilizacdo doaggtbruto pectinolitico dAspergillus nigelATCC 9642
imobilizado em matriz biomimética polimérica-inonijga de AGOCa e nas matrizes controle de AOxal a.AC
Evidenciou-se que o extrato enzimatico quando itizaigio na matriz AGOCa pode ser reutilizado um maio
ndmero de vezes se comparado com o imobilizadona&szes controle de AOxal e ACa. Isto provavelraant
devido a maior estabilidade térmica e mecéanicaefida pela matriz polimérica de AGOCa ao extrato
enzimatico pectinolitico, pela formac¢éo da camaagénica de oxalato calcio ao redor da esferaalgieato

de calcio.
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