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ABSTRACT

In this study, pectin extracted from the lobeira fruit (Solanum lycocarpum St. Hil) was
used as support for lipase immobilization. The lobeira fruits were dried and the flour
was used for pectin extraction. A 23 factorial design was used for the extraction process,
with temperature, pH and extraction time as independent variables. Immobilization
was performed by adsorption and covalent bonding using sodium periodate (PEC - P)
or glutaraldehyde (PEC - G) as support activators. The results indicated that covalent
bonding PEC - P was efficient in immobilizing the enzyme. The immobilization by
adsorption and covalent bonding PEC - G did not provide storage stability. The stability
tests results for the storage of the lipase—PEC-P system demonstrated that this system
maintained 85,4% of enzyme activity after eleven weeks of storage. These results enable
the use of pectin extracted from the Solanum lycocarpum (St. Hil.) fruit as a promising
support for the immobilization of enzymes.
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RESUMO

Neste trabalho, pectina extraida de frutos de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil)
foi utilizada como suporte para a imobilizacdao de lipase. Os frutos de lobeira foram
secos e a farinha utilizada para a extracdao da pectina. Para o processo de extracao foi
utilizado um planejamento fatorial 23 com temperatura, pH e tempo como variaveis
independentes. A imobilizacdo foi realizada por adsor¢do e por ligacdo covalente
utilizando periodato de sdédio (PEC-P) ou glutaraldeido (PEC-G) como ativadores
do suporte. Os resultados indicaram que a ativacdo por PEC-P foi eficiente para a
imobilizacdo da enzima. A imobilizagdo por adsor¢do e por ligagdo covalente para o
suporte PEC-G ndo apresentaram estabilidade ao armazenamento. Os resultados para
os testes de estabilidade ao armazenamento do sistema lipase-PEC-P demonstraram que
este sistema manteve 85,4% da atividade enzimatica apds onze semanas de estocagem.
Estes resultados habilitam a utilizagdo da pectina extraida de lobeira como um suporte
promissor para a imobilizagao de enzimas.

Palavras-chave: pectina, imobilizacao, Solanum lycocarpum, lipase.
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INTRODUCAO

A lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil.) é uma planta da familia das
solandceas, muito abundante no cerrado. A arvore pode atingir até quatro metros
de altura e apresenta plena capacidade de crescimento em condi¢cdes ambientais
desfavoraveis, como terras acidas e pobres em nutrientes e até as recorrentes
gueimadas, o que gera a hipdtese de que os polissacarideos estruturais presentes
nessa espécie, assim como em outros vegetais desse bioma, sao altamente
estaveis (CORREA et al., 2000; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003). Nestas condicdes de
adversidade a lobeira produz frutos de julho a janeiro com massa variando entre
400 e 900 g (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003). Em trabalho preliminar, Corréa et al.
(2000) propuseram que a polpa destes frutos poderia ser fonte de substancias
pécticas.

Pectinas sdao polissacarideos que desempenham fung¢ao estrutural nas
plantas, compondo majoritariamente as lamelas médias de células vegetais
jovens (ALKORTA et al., 1998). S3o compostos por uma cadeia principal de
unidades de acido galacturonico que pode apresentar metilacdes e acetilagdes.
O polissacarideo pode apresentar maior ou menor grau de ramificacoes
contendo diversos outros oligossacarideos (ALKORTA et al., 1998; WILLATS et al.,
2006). Pectinas estdo entre os polissacarideos mais estudados nos dias atuais,
sendo alvo de diversas aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e de
cosmeéticos por sua acdao como agentes gelificantes, emulsificantes, estabilizantes
em bebidas lacteas e como componentes em massas de panificacdo (TORRALBO
et al., WILLATS et al., 2006). Por outro lado, novas abordagens funcionais e
estruturais tém sido pesquisadas para pectinas, de modo a explorar o potencial
biotecnoldgico dessas moléculas.

Lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que hidrolisam
acil-glicerdis, em acidos graxos (moléculas anfipaticas) e glicerol e podem ainda,
catalisar reacOes de transesterificacao. Lipases sao muito visadas na industria,
sobretudo na industria alimenticia, para atuarem na maturacao de laticinios,
producao de ésteres aromatizantes, glicerol, entre outras aplicacdes (SHARMA
et al., 2001). Um aspecto interessante da catdlise in vitro produzida por lipases
é a necessidade da presenca de um agente estabilizante, uma vez que esta se
processa na interface entre os ambientes hidrofilicos, onde a enzima se encontra
dissolvida, e o hidrofébico, onde se encontra o lipideo substrato. Outro fator
a ser destacado é que lipases, assim como a maioria das enzimas, apresentam
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uma estabilidade limitada, o que representa um componente importante na
composicao do custo dos produtos gerados. Assim, imobilizar a lipase pode
ser uma estratégia muito interessante, uma vez que a principal caracteristica
das enzimas imobilizadas é o aumento de sua estabilidade, além é claro, da
possibilidade de uso repetido que a imobilizacdo possibilita (SILVA et al., 2010;
CARAMORI; FERNANDES, 2008; FERNANDES et al., 2005).

Sob essa perspectiva, o estudo em questdo utilizou pectina de frutos de
lobeira como matriz paraimobilizacao de lipase, avaliando o efeito daimobilizacao
na atividade catalitica da enzima e em sua estabilidade em armazenamento sob
refrigeracao ao longo do tempo.

MATERIAL E METODOS

1. Coleta e produgao da farinha de Solanum lycocarpum

Frutos verdes de S. lycocarpum foram coletados no campus da Universidade
Federal de Goias. Os frutos foram higienizados, decorticados e a polpa foi seca
em estufa de circulagdo forcada a 60 °C até peso constante. Em seguida a polpa
seca foi moida em moinho analitico, peneirada em tamis com abertura de 0,425
mm, acondicionada em frascos de polietileno e armazenadas a 4 2C até o uso.

2. Extracao da pectina

A extracao da pectina de S. lycocarpum foi feita de acordo com metodologia
adaptada de Pagan (1999), utilizando planejamento fatorial 23 (Tabela 1) tendo
como variaveis independentes pH, temperatura e tempo de extracao. A pectina
extraida foi precipitada por adicdo de 2 volumes de etanol absoluto seguido
de armazenamento por 24 h sob refrigeracdo. O material precipitado foi
centrifugado a 10000 rpm por 20 min em centrifuga refrigerada. O precipitado,
denominado pectina bruta (PEC), foi seco, triturado e armazenado em geladeira
até a realizagao das analises.

Tabela 1. Matrix do delineamento experimental para extracdo de pectina.

Temperatura Tempo Rendimento
(°C) (min) PH de extragdo (%)
1 40 (-) 30 (-) 1(-) 5,27
2 80 (+) 30 (-) 1(-) 33,68
3 40 (-) 90 (+) 1(-) 10,41
4 80 (+) 90 (+) 1(-) 26,34
5 40 (-) 30(-) 3(+) 5,38

continua

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS
Jan./lun,, v.1, n.1, p. 9-14, 2012

g




IMMOBILIZATION OF LIPASE IN PECTIN EXTRACTED FROM LOBEIRA FRUIT (SOLANUM LYCOCARPUM ST. HIL.)

. ROMULO ROOSEVELT DA SILVA FILHO ET AL.

continuagéo
6 80 (+) 30 (-) 3(+) 8,22
7 40 (-) 90 (+) 3(4) 4,16
8 80 (+) 90 (+) 3 (+) 5,62

3. Imobilizagao de lipase

A PEC extraida foi utilizada como suporte para imobilizacao de lipase
por ligacdo covalente e por adsor¢cdao. Nos testes de imobilizacao por ligagao
covalente foram testados periodato de sédio e glutaraldeido como ativadores.
Para a ativacdo da pectina por periodato (PEC-P), 5,0 mg de pectina bruta de
lobeira foram solubilizados em 10 mL de solucdo de periodato de sédio 0,1 molL
!, incubados por 12 h, em temperatura ambiente. Na ativacdo por glutaraldeido
(PEC-G), 5,0 mg de PEC foram misturadas a 2,0 mL de glutaraldeido 5% (v/v)
seguida de agitacdao por 30 min, em temperatura ambiente. Apds reagao de
ativacao a pectina foi precipitada pela adicao de 2 volumes de etanol gelado,
centrifugada, seca e usada para imobilizacdao de lipase. A imobilizacdo foi feita
adicionando-se a 5,0 mg de PEC-P ou PEC-G em volumes crescentes (25 plL a
2,0 mL) de solucdo de Lipolase® apresentando 1714 UE e 16,14 mg de proteina
diluida em tampao Tris 0,1 mol L?, pH 8,0, na proporg¢ao de 1:400. O volume final
foi completado para 3,0 mL com tampao Tris e o sistema incubado por 30 min a
4 °C, sob agitacdo. Por fim, o material foi precipitado com etanol e centrifugado
para a recuperacao dos sistemas PEC-P-lipase e PEC-G-lipase (Silva et al., 2010).

Nos testes de imobilizacdo por adsorcao, volumes crescentes (200 pL a 2,0
mL) de solucdo de lipase diluida em tampao Tris 0,1 mol L?, pH 8,0, na proporgao
1:400 foram adicionados a 5,0 mg de pectina. O volume final foi completado para
3,0 mL com tampao Tris e o sistema foi submetido a agitagao, precipitacao com
etanol e centrifugacao, como descrito acima. O sistema resultante foi nomeado
PEC-lipase.

4. Determinacao da atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada

A analise da atividade enzimatica da lipase livre e imobilizada foi realizada
de acordo com metodologia descrita por Winkler e Stuckmann (1979), utilizando
p-nitrofenilpalmitato (pNPP) como substrato. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como sendo a quantidade de lipase capaz de produzir 1,0
mmol de p-nitrofenol por minuto de reacao.
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5. Estabilidade durante armazenamento e testes de uso repetido

Para os testes de estabilidade durante armazenamento, 10 mg de PEC-P-
lipase, 10 mg de PEC-G-lipase e 10 mg de PEC-lipase, foram armazenadas em 1,0
mL de etanol por 11 semanas, a 4 2C. Os sistemas armazenados em etanol foram
avaliados quanto a capacidade de reuso ao longo do tempo de armazenamento.
Para os ensaios da atividade enzimatica as amostras foram centrifugadas a 10000
rpm por 5 min e o precipitado utilizado na determinagao da atividade enzimatica
conforme descrito no item 4.

6. Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata, com no minimo trés
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e teste Tukey para comparacao das médias, utilizando nivel de significancia de
0,05. O programa utilizado para a analise dos dados foi o Statistica 6.0 (StatSoft
Inc, Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extragao da Pectina:

Utilizando planejamento fatorial foi possivel verificar que todos os fatores
interferiram significativamente no rendimento da extragao. Como pode ser
observado na Figura 1, o pH foi o fator que mais influenciou no rendimento
da extracdo, sendo que quanto mais acido o meio, maior o rendimento. A
temperatura também afetou significativamente o rendimento, mas, de modo
contrario ao efeito negativo do pH, o efeito da temperatura foi positivo. Por
outro lado, a interacao entre pH e temperatura teve efeito negativo sobre o
rendimento da extracdo (Figura 2a). Isto se da porque ao se submeter a pectina
a pH muito acido e temperatura elevada ocorre a hidrdlise do polissacarideo. Os
oligossacarideos produzidos ndo sdo susceptiveis a acdo do etanol como agente
precipitante e, portanto permanecem soluveis, prejudicando o rendimento e a
qgualidade da pectina extraida. A interacdo das varidveis pH e tempo de extracao
ndo alterou significativamente o rendimento da extracdo (Figura 1). Como
pode ser observado na Figura 2b, independentemente do tempo de extragao
utilizado, os maiores rendimentos foram obtidos em valores menores de valores
de pH. Outros fatores que afetaram negativamente a extracao foram a interagao
temperatura e o tempo de extracdo (Figura 2c). Assim sendo, os melhores valores
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de extragao ocorreram quando o processo foi feito em pH 1,0, temperatura de
80 2°C, por 30 min.

Figura 1. Diagrama de pareto relacionando o efeito das varidveis pH, tempo e temperatura no rendimento
de extragao de pectina.

Figura 2. Superficie de resposta do rendimento de pectina em fungdo do pH, tempo de extracdo e
temperatura.

% rendimento = 0,98 temperatura + 0,14 tempo + 8,47 pH — 0,003 temperatura.tempo — 0,25 temperatura.pH (r=0,98)

Imobilizagao da Lipase:

Na Figura 3 estdo apresentadas as atividades obtidas nos diferentes
métodos de imobilizacdo. O melhor resultado foi obtido quando a imobilizacao
se deu por ligacdo covalente usando periodato de sédio como agente ativador,
resultando em 0,186 UE imobilizada quando 100 pL de solugao de lipase foram

IMMOBILIZATION OF LIPASE IN PECTIN EXTRACTED FROM LOBEIRA FRUIT (SOLANUM LYCOCARPUM ST. HIL.)

ESSAY / ARTIGO

utilizados para imobilizagao. A imobilizagao por adsorcao resultou em 0,102 UE
imobilizadas quando 1,5 mL de solugao foram utilizados, valor superior ao obtido
na imobilizagdao covalente via glutaraldeido, que foi de 0,037 UE.

A baixa disponibilidade de grupos amino derivados dos amino-agucares
presentes na pectina de lobeira foi comprovada por analise de infra-vermelho
(Torralbo et al., 2012) o que justifica o baixo rendimento da imobilizacao via
glutaraldeido. Por outro lado a alta disponibilidade de grupos hidroxila vicinais
presentes na estrutura da pectina foi responsavel pela grande quantidade
de grupos alvo do ataque do periodato e, portanto o melhor rendimento da
imobilizacao por esta via (Tabela 2).

Figura 3. Atividade enzimatica apresentada pela lipase imobilizada via (a) adsorgdo, (b) ligagdo covalente
via periodato de sédio e (c) ligagdo covalente via glutaraldeido.

Tabela 2. Eficiéncia de imobilizagdo de lipase em pectina de lobeira nos diferentes métodos utilizados.
Volume de enzima

Método de imobilizagdo utilizado (ml) Atividade (UE) Eficiéncia (%)
Adsorgao 1,5 1,02 45
Lipase-PEC-G 1,5 0,037 0,2
Lipase-PEC-P 0,1 1,86 100

Estabilidade durante o armazenamento:

A estabilidade de catalisadores imobilizados é um dos principais parametros
gue determina a viabilidade econ6mica de processos biocatalisados (Dalla-
Vecchia et al., 2004). Os sistemas PEC-lipase e PEC-G-lipase ndo apresentaram
estabilidade para o uso repetido e armazenamento. Por outro lado, o sistema PEC-
P-lipase pode ser utilizado repetidamente durante 11 semanas, com retengao de
85,4% da atividade inicial no sétimo uso (Figura 4). Esta retengao de atividade foi
ainda mais expressiva quando se considera que a enzima imobilizada foi mantida
em etanol. Os resultados de retenc¢ao da atividade ao longo do reuso encontrados
neste trabalho foram similares aos apresentados por Al-Duri e Yong (2000), para
Lipolase® imobilizada em compésito de polipropileno-silica. Além disso, diversos
outros autores, trabalhando com lipases oriundas de fontes diversas relataram
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capacidade de reuso por até 10 ciclos, com atividade residual entre 40% e 80%
(Amorim et al., 2003; Romdhane et al., 2011; Ye et al., 2005).

Figura 4. Estabilidade da lipase livre e imobilizada durante o armazenamento em etanol, a 42C. As
atividades iniciais da lipase, livre e imobilizada, foram respectivamente, 2,03 UE e 2,01 UE.

Comparado a enzima livre, o resultado foi ainda mais expressivo, visto que
a lipase livre apresentou uma redugdo de 74,3% na atividade em apenas uma
semana de armazenamento nas mesmas condicdes. Além disso, estes resultados
permitem predizer que esta enzima imobilizada podera atuar em reacgdes de
transesterificacao utilizando-se etanol como reagente dada a sua alta estabilidade.
As interagdes PEC-P-Lipase preservaram a estrutura tridimensional da enzima
mesmo quando submetida a solugdes desfavoraveis como a precipitagdo com
etanol.

De acordo com Zaks e Klibanov (1995), para manter ativa uma enzima
precisa de uma camada minima de solvatacdo. A espessura da camada e o volume
de dgua variam de enzima para enzima. No caso da lipase imobilizada em PEC-P,
a alta hidrofilicidade do suporte garantiu que o microambiente onde a enzima
esta imobilizada permanecesse hidratado de modo a preservar as interagdes
intramoleculares da proteina e, portanto, sua atividade (Fernandes et al., 2004;
Silva et al., 2010).
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CONCLUSAO

Aimobilizacdo por ligacao covalente de lipase em pectina de lobeira ativada
por periodato de sédio foi o método que resultou em maior rendimento de enzima
imobilizada. A estabilidade da lipase imobilizada por esta via foi significativamente
alta, especialmente por tratar-se de armazenamento em ambiente contendo
solvente organico, neste caso o etanol. Além disto, a imobilizagdo em pectina
abre perspectiva de aplicagao desta lipase na area de alimentos onde ambas,
pectina e lipase possam atuar em formula¢des como emulsificante e catalisador.
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