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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade enzimatica da peroxidase (POD)
e da polifenoloxidase (PPO) do extrato bruto de erva-mate (llex paraguariensis St Hill)
submetido ao CO, comprimido. Através de um planejamento experimental semifatorial foram
avaliados os efeitos de temperatura, tempo de exposicdo, densidade, pressédo e taxa de
despressurizacdo na atividade da peroxidase e da polifenoloxidase. O extrato bruto
enzimatico foi submetido a pressdo em CO, comprimido sendo determinada a atividade
enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase antes e apds o processamento sob pressao.
Em geral, o processamento a alta pressdo altera a atividade de ambas as enzimas. De
acordo com os resultados obtidos, a condicdo experimental 1 (temperatura-30°C; pressao-
70,5bar; tempo-1h; taxa de despressurizacdo-10 Kg.m®.min" e densidade 0,60) apresentou
um incremento em torno de 25% na atividade da peroxidase e uma perda aproximada de
50% para atividade da polifenoloxidase. A partir desta condicdo experimental foi
determinada a estabilidade do extrato a baixa temperatura (-4°C) e o efeito de consecutivos
ciclos de pressao sobre a atividade das oxidases. Apos o periodo de 100 dias de
armazenamento a -4°C, a peroxidase e a polifenoloxidase perderam em torno de 20% e
30% de atividade, respectivamente, em relagdo as originais. Ao final de 9 ciclos de



pressurizacao, os extratos enzimaticos apresentaram uma perda de atividade em torno de
40% para a peroxidase e 95% para a polifenoloxidase em relagcdo as suas atividades
originais. O comportamento do extrato bruto enzimatico em relacdo a seletividade foi
também avaliado em cada uma das etapas anteriores, através de uma relagcdo entre a
atividade peroxidasica e polifenoloxidasica. A analise desta relagdo em cada uma das
etapas (avaliagdo da atividade enzimatica em CO, pressurizado, estabilidade do extrato
submetido ao CO, pressurizado a baixa temperatura e efeito do numero de ciclos de
pressao sobre a atividade das oxidases) indicou uma mudanga na especificidade do extrato
bruto enzimatico de erva-mate, sugerindo que o processamento em CO, comprimido pode
ser uma rota promissora no que tange ao aumento da especificidade de extratos

enzimaticos obtidos a partir de fontes vegetais.
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EFFECTS OF COMPRESSED CO, PROCESSING ON THE
ENZIMATIC ACTIVITY OF PEROXIDASE (POD) AND
POLYPHENOLOXIDASE FROM MATE (/lex paraguariensis ST. HILL)

Maristela dos Santos Primo

February/2006

Advisors: Claudio Dariva

Débora de Oliveira

The objective of the work was to evaluate the enzymatic activity of peroxidase (POD) and
polyphenoloxidase (PPO) of the raw extract in mate tea leaves (llex paraguariensis St Hill)
submitted to compressed CO,. Through a semifactorial experimental planning the effects of
temperature, exposure time, density, pressure and depressurization rate on the activity of the
peroxidase and of the polyphenoloxidase were evaluated. The raw enzymatic extract was
submitted to compressed CO,, and the activity of the peroxidase and polyphenoloxidase
before and after processing under pressure was determined. In general, the high pressure
processing affect the activity of both enzymes. Acording to the results, the experimental
condition 1 (temperature-30°C; pressure-70.5bar; exposure time-1h; depressurization rate -
10 Kg.m3.min-1 and density 0.60) led to an ennhancement of around 25% in the peroxidase
activity and a loss of 50% in the polyphenoloxidase activity. Starting from this experimental
condition, the thermal stability at low temperature (-4°C) and the effect of consecutive
pressure cycles were determined. After a period of 100 days of storage at -4°C, the
peroxidase and the polyphenoloxidase lost around 20% and 30%, respectively, of their
activities compared to original ones. After 9 pressurization cycles, the enzymatic extracts
loss around 40% for peroxidase and 95% for polyphenoloxidase in relation to their original
activities. The behavior of the raw enzymatic extract in relation to the selectivity was also
evaluated in each step mentioned before, by means a ratio between the peroxidasic and
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polypholoxidasic activity. The analysis of this ratio indicated a change on the specificity of the
raw enzymatic extract, suggesting that the processing with compressed CO, could be a
promissing route towards the increasing of the specificity of the enzimatic extracts from
vegetable sources.
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1. INTRODUGCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St Hill) € um importante produto natural no contexto
sécio-econémico-cultural da regidao Sul do pais. Tendo sua origem na América do Sul, a
erva-mate ocorre naturalmente na Argentina, Brasil e Paraguai (Maccari e Santos, 2000).

O maior consumo de erva-mate se da na forma de produtos tradicionais, como o
chimarrdo. Nos ultimos anos tém crescido a entrada de erva-mate da Argentina, resultando
em um excesso de oferta desta matéria-prima no mercado nacional, ocasionando redugao
de valor de mercado. Neste cenario, as industrias ervateiras tém buscado ampliar o
mercado da erva-mate através do desenvolvimento de novos produtos, como o cha mate
aromatizado, o “Mateccino”, que consiste em um achocolatado de mate, e balas duras
(Valduga, 2002). Recentemente, iniciou-se a demanda da matéria-prima para industrias
quimicas e farmacéuticas, com interesse na producdo de produtos de higiene e beleza
(Mosele, 2002).

Na erva-mate podem ser encontradas enzimas oxidativas, que foram identificadas
por Senglet em 1928, como sendo a peroxidase (POD) e a polifenoloxidase (PPO). Esta
Ultima esta associada ao escurecimento enzimatico decorrente da agdo da mesma que
utiliza compostos fendlicos como substratos. A intensidade deste efeito pode ser variavel
durante o crescimento, desenvolvimento e maturagéo dos frutos (Silva, 2000). A peroxidase
(E.C. 1.11.1.7), por sua vez, tem seu papel no escurecimento enzimatico limitado pela
disponibilidade de perdxido de hidrogénio (H.O,). Geralmente, ela incrementa a degradagéao
de fendis, quando a PPO esta presente, gerando o H,O, para sua agdo. Além disso, as
quinonas formadas podem se constituir em substratos para a POD (Robards et al., 1999).

A polifenoloxidase se associa a dois tipos de reacdes sequienciais. Na primeira, as
enzimas, denominadas monofenol mono-oxigenases (E.C. 1.14.18.1), hidroxilam um
monofenol para formar um o-difenol (atividade cresolase) incolor. A reagéo seguinte, referida
como atividade catecolase (E.C. 1.10.3.1), € a oxidagdo do o-difenol em compostos de cor
ligeiramente amarela, as o-quinonas. As quinonas, por sua vez, sofrem reacoes
secundarias, enzimaticas ou nao, formando os pigmentos marrons caracteristicos do
fendmeno (Murata et al., 1995; Silva, 2000).



Considerando a presenca das enzimas peroxidase e polifenoloxidase na erva-mate,
vislumbra-se a possibilidade de extracdo destas enzimas oxidativas que apresentam
potencial de aplicacdo tecnoldgica. Apesar da procura por fontes alternativas de enzimas ser
bem explorada por pesquisas cientificas e da importancia da erva-mate no contexto socio-
econdmico da regido, pouco se conhece sobre as enzimas oxidativas presentes na erva-
mate. Alguns trabalhos da literatura indicam uma tendéncia recente da utilizagdo de tecidos
e/ou extratos brutos, em substituicdo as enzimas purificadas, na confec¢do de biossensores
e/ou procedimentos de analise, pois sdo extremamente econdmicos e geralmente possuem
tempo de vida superior aqueles métodos que utilizam enzimas purificadas (Panek, 1955;
Vieira et al., 2003). Apesar deste cenario, ainda sdo poucos 0s métodos enzimaticos
descritos na literatura que empregam extrato bruto de tecidos vegetais.

Atualmente, a biocatélise (aplicagdo de enzimas em sintese) representa uma
alternativa viavel em sintese organica para a chamada “quimica ecologicamente correta”
(green chemistry), principalmente pelo controle ambiental (Desantis e Jones, 1999). Os
métodos enzimaticos convencionais tém sido empregados em meio aquoso principalmente
devido a idéia preconcebida de que este € um bom ambiente para a manutencado da
conformagao estrutural da enzima cataliticamente ativa. Por outro lado, muitas enzimas (ou
complexos multienzimaticos) sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos naturais
(Borgstrom e Brockman, 1984) com eficiéncia similar aquela em solu¢des aquosas ou, em
certos casos, até superior. Em sentido estrito, podem ser considerados como ambientes
nao-aquosos os solventes organicos (Laane et al., 1987; Grunwald et al., 1986), os fluidos
supercriticos (Kvittingen, 1994), os gases (Kamat et al., 1993) e os substratos liquidos ou
misturas eutéticas de substratos livres de solvente (Lamare e Legoy, 1993).

Em se tratando de reacOes de biotransformacédo, acredita-se que as caracteristicas
do solvente podem desempenhar um papel central em termos de rendimento e qualidade
dos produtos obtidos, se for levado em conta a atividade da enzima em fungdo das
condigdes operacionais e propriedades fisico-quimicas dos solventes. Em se tratando de
solventes comprimidos, ha de se considerar também a perda ou ganho da atividade
enzimatica devido a pressao de operacao (Stradi et al., 1998).

Trabalhos pioneiros como os de Randolph et al. (1985); Hammond et al. (1985) e
Nakamura et al. (1985), mostraram a importancia de estudar a atividade e a estabilidade de
enzimas em meios alternativos. O que motivou a realizagao destes trabalhos foi o fato de
que as enzimas podem reter sua atividade e estabilidade em meios nao-aquosos.



Consequentemente, elas podem ser usadas para catalisar rea¢cdes em solventes organicos

e outros meios ndo convencionais.

O emprego de gases pressurizados como solvente é bastante recente na area de
biotecnologia. A catédlise enzimatica em CO, supercritico apresenta interesse particular para
industrias farmacéuticas e de alimentos, pois o0 CO, é um solvente atoxico, nao inflamavel e
de baixo custo. Além disso, sua temperatura critica (31,4°C) é suficientemente baixa para o
processamento de materiais termolabeis e condiz com as temperaturas 6timas tipicas para
reacOes enzimaticas (Sivik e Gunnlaugsdottir, 1995). Outras vantagens do uso de enzimas
em fluidos pressurizados incluem a facilidade de separacéo e qualidade do produto final; o
aumento das taxas de reacao no estado supercritico devido as propriedades favoraveis de
transferéncia de massa dos solventes nestas condigdes; a possibilidade do emprego de
temperaturas amenas; em geral, a termoestabilidade de biomoléculas em fluidos
pressurizados € maior do que na agua; existe a facilidade de reciclagem do solvente (Kamat
et al., 1995), além, é claro, de aspectos ambientais positivos.

Varios autores tentaram desvendar o mecanismo detalhado do comportamento de
enzimas em solventes pressurizados, porém resultados contraditérios sdo muitas vezes
encontrados. Alguns apontam que enzimas perdem sua atividade durante a reacao por
causa da pressurizagao, outros alegam que é o passo de despressurizagao o fator relevante
na perda de atividade das enzimas (Oliveira, 1999). Outros trabalhos apontam para o
incremento da atividade de enzimas quando submetidas ao processamento com fluidos

pressurizados sub ou supercriticos (Fricks et al., 2006; Oliveira et al., 2006).

Considerando o apelo e importancia sécio-econémica e cultural da erva-mate para a
Regido Sul do Brasil e em particular para o Rio Grande do Sul; o pouco conhecimento sobre
as enzimas POD e PPO da erva-mate; a atualidade e relevancia do estudo de meios
enzimaticos em fluidos comprimidos e a lacuna existente no que concerne ao
comportamento da atividade e estabilidade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase
do extrato enzimatico bruto de erva-mate frente a um fluido pressurizado, despertou-se
interesse em investigar a influéncia de varidveis operacionais sobre a atividade e
estabilidade de tais enzimas da erva-mate quando submetidas ao processamento em CO,
comprimido. Busca-se, neste trabalho, obter informagdes que contribuam para aplicagéo
dessas enzimas em diversas areas, como por exemplo, no tratamento de efluentes para a
oxidacdo de compostos fendlicos, no desenvolvimento de biossensores analiticos € em

reagOes de oxidagdo empregando fluidos pressurizados como solventes.



Dentro deste contexto, buscando subsidios a utilizagdo destes biocatalisadores na
realizacdo de reacbes de oxidacdo, o presente trabalho tem por objetivo geral avaliar a
atividade e estabilidade das oxidases, peroxidase e polifenoloxidase, do extrato bruto de
erva-mate quando submetidas ao processamento em CO, comprimido. Como objetivos
especificos do trabalho ressalta-se:

e Identificar o tipo de atividade especifica que caracteriza a polifenoloxidase da erva-
mate;

e Verificar o efeito das variaveis temperatura, pressao, tempo de exposigao e taxa de
despressurizacao sobre a atividade e especificidade das oxidases da erva-mate;

e Avaliar a estabilidade a baixa temperatura do complexo enzimatico a baixa pressao
apos seu processamento em didxido de carbono pressurizado;

e Verificar o efeito causado por ciclos subseqientes de pressao sobre a atividade das

enzimas oxidativas da erva-mate.

Neste sentido, este trabalho foi dividido em capitulos, sendo que no Capitulo 2 do
presente trabalho é apresentada uma revisdo bibliografica de forma a oferecer
embasamento referente ao tema abordado. O Capitulo 3 é focado na descricdo da
metodologia utilizada para o desenvolvimento do trabalho. No Capitulo 4 sé@o relatados e
discutidos os resultados obtidos nos experimentos, enquanto que no Capitulo 5 sao
apresentadas as conclusdes e algumas sugestdes para trabalhos futuros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta uma breve explanagdo sobre o contexto no qual o
trabalho se insere, sendo apresentada, inicialmente, a contextualizagdo da erva-mate no
cenario sdcio-econdmico-cultural nacional. A seguir, especificamente de interesse para o
desenvolvimento deste trabalho, serd apresentada uma visdo geral sobre as enzimas
peroxidase e polifenoloxidase, evidenciando suas caracteristicas. Para finalizar o capitulo,
aborda-se o efeito do processamento em fluidos pressurizados sobre a atividade de enzimas

e extratos enzimaticos.

2.1. ERVA-MATE

A erva-mate (llex paraguariensis St Hill) pertence a familia Aquifoliaceae, sendo
classificada pelo naturalista francés August de Saint Hillaire e publicada em 1822, nas
memorias do Museu de Histéria Natural de Paris (Mazuchowski, 1991).

A ocorréncia natural da erva-mate tem sua area restrita a trés paises: Brasil,
Paraguai e Argentina. A espécie pode ocorrer em pontos isolados, fora destes limites, como
em regides subtropicais e temperadas da América do Sul (Andrade, 1999; Mosele, 2002;
IBGE). O Rio Grande do Sul possui uma area de 44.910 ha de erva-mate plantada, sendo
que, em 2002, a mesoregido noroeste, onde esta inserido o0 municipio de Erechim, possuia
20% do total nacional (IBGE). Por outro lado, o Rio Grande do Sul € importador de matéria-
prima, especialmente erva-mate nativa dos estados de Santa Catarina e Parand (Mosele,
2002).

A erva-mate, através de sua infusdo em cuias de madeira ou porongo (Nietsche et al.,
2000), é a sua forma mais difundida de consumo, denominada de chimarrdo, sendo
considerada uma bebida estimulante que elimina a fadiga, estimula a atividade fisica e
mental. Por possuir vitaminas do complexo B, o mate participa do aproveitamento do agucar
nos musculos, nervos e atividade cerebral; e com as vitaminas C e E, age como defesa
organica beneficiando os tecidos do organismo. A presenca de sais minerais, juntamente
com a cafeina, estimula o trabalho cardiaco ajudando na circulagao do sangue e diminuindo
a tensdo arterial, seu efeito estimulante € mais prolongado do que o do café, porém, nao
deixando efeitos colaterais ou residuais como irritabilidade e insénia. Em algumas situagdes,
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0 uso de mate também pode suprir a sensacao de fome (Bassini e Campos, 1997). O mate
favorece a diurese e atua também sobre o tubo digestivo, facilitando a digestdao e
favorecendo a evacuacgado e a mictacao. Pesquisas do Instituto Pasteur de Paris atribuem
também ao mate um papel importante no processo de regeneracao celular (Andrade, 1999;
Valduga, 1994).

As investigacdes quimicas relativas a erva-mate iniciaram-se por Trommsdorff em
1836, constatando a presenca de diversas substancias resinosas, matéria corante amarela,
acido tanico, etc. A identificacdo do principal alcal6ide, a cafeina, ocorreu em 1843 por
Stenhouse. Em 1848 Rochleder, estudando o mate do Paraguai, identificou no mate o acido
café-tanico, ja conhecido das sementes do café (Andrade, 1999).

Em 1944 Veronese identificou, como constituintes da erva mate, os seguintes
compostos: agua, celulose, gomas, dextrina, mucilagem, glicose, pentose, substancias
graxas, resina aromatica (formada por uma mistura de oleina, palmitina, lauro-estearina e
um o6leo cujas caracteristicas muito se aproximam da cumarina), legumina, albumina,
cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido félico, acido caféico, acido
viridico, clorofila, colesterina e 6éleo essencial. Nas cinzas encontram-se grandes
quantidades de potassio, litio, acidos fosfoérico, sulfurico, carbénico, cloridrico e citrico, além
de magnésio, manganés, ferro, aluminio e tragos de arsénico (Andrade, 1999; Valduga,
1994).

Senglet, em 1928, encontrou na erva-mate enzimas oxidativas, que foram
identificadas como sendo a peroxidase (POD) e a polifenoloxidase (PPO). Estas enzimas
estdo associadas ao escurecimento enzimatico, decorrente da acdo das mesmas que
utilizam compostos fenélicos como substratos (Robards et al., 1999). A intensidade deste
efeito pode ser variavel durante o crescimento, desenvolvimento e maturacdo dos frutos
(Silva, 2000).

2.2. ENZIMAS

As enzimas, como proteinas biologicamente ativas, sdo responsaveis pela catalise
de diversas reag6es. Em uma proteina enzimatica, existe um certo dominio chamado de
"sitio ativo" que se liga ao substrato - a molécula reagente - e diminui a energia do estado de
transicdo que leva ao produto desejado. A ligacdo entre o sitio ativo e o substrato é
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extremamente especifica: a molécula precisa ter certas caracteristicas eletrbnicas e
espaciais que permitam o seu "encaixe" com a proteina. Por isso esta relagdo tem sido
chamada de “lock'n’key’, ou seja, chave-fechadura. Como catalisadores biol6gicos, as
enzimas estdo sujeitas as mesmas leis termodindmicas e cinéticas dos catalisadores
quimicos, isto é, alteram a velocidade da reagdo, porém ndo a posigao final de equilibrio
entre o substrato e o produto (Wiseman, 1991).

Todas as enzimas conhecidas sao proteinas e estas, sejam das mais antigas
linhagens de bactérias ou das formas de vida mais evoluidas, sdo construidas com o
mesmo conjunto de 20 aminoacidos, unidos covalentemente em seqliéncias caracteristicas.
Esta seqliéncia apresenta quatro niveis de estruturas. A estrutura primaria, que determina a
forma e a funcao da proteina, € somente uma seqiéncia dos aminoacidos, sem levar em
conta a orientacdo espacial da molécula, dando uma completa descricdo das ligacoes
covalentes da proteina. A estrutura secundaria é fungcdo dos angulos formados pelas
ligacdes peptidicas que ligam os aminodcidos. A conformagdo espacial € mantida gragas as
interacdes intermoleculares (pontes de hidrogénio) entre os hidrogénios dos grupos amino e
os atomos de oxigénio dos outros aminodcidos. Em geral, estas ligages forcam a proteina
a assumir uma forma helicoidal, como uma corda enrolada em torno de um tubo imaginario.
Esta forma, a mais comum, é chamada de a-hélices. A estrutura terciéria relaciona-se com
as dobraduras da cadeia protéica sobre ela mesma. E a conformagédo espacial da proteina
como um todo, e ndo de determinados segmentos particulares da cadeia protéica. A forma
das proteinas esta relacionada com sua estrutura terciaria. O que determina a estrutura
terciaria sdo as cadeias laterais dos aminoacidos; algumas cadeias sdo tdo longas e
hidrofébicas que perturbam a estrutura secundaria helicoidal, provocando a dobra da
proteina. Muitas vezes, as partes hidrofébicas da proteina agrupam-se no interior da
proteina dobrada, longe da agua e dos ions do ambiente onde a proteina se encontra,
deixando as partes hidrofilicas expostas na superficie da estrutura da proteina. Regides
como "sitios ativos", "sitios regulatérios” e médulos sao propriedades da estrutura terciaria.
Existe, finalmente, a estrutura quaternaria, que se refere a conformacao espacial das sub-
unidades. Esta estrutura é mantida pelas mesmas forcas que determinam as estruturas

secundarias e terciérias (Lehninger et al., 1995).

A conformacao e a estabilidade da estrutura molecular das enzimas é assegurada
por ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, pontes de dissulfeto, ligagdes ibnicas e
forcas de van der Waals. A atividade catalitica, bem como a estabilidade e a especificidade
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da enzima dependem da sua estrutura tridimensional. Condic6es ambientais, tais como pH,
temperatura e forca i6nica do meio, entre outros, afetam a estrutura da enzima e, em

decorréncia, suas propriedades (Lima et al., 2001).

Segundo Scriban (1985), a atividade das enzimas € funcao direta da sua estrutura
terciaria ou quaternaria. Nessas condicoes, todo tratamento que modifique a conformacao
da enzima (aquecimento, modificagcdo do pH, pressao), alterando a fixagdo do substrato na
enzima ou ainda modificando a estrutura do sitio ativo, alterard as propriedades cataliticas
da enzima e, portanto, o seu funcionamento. Existe uma zona de temperatura, as vezes
estreita, para a qual atividade enzimatica € maxima. Essa variacao da atividade enzimatica
em fungdo da temperatura é determinada em condigbes de operacao bem definidas. A
variacao da atividade enzimatica resulta de dois efeitos antagbnicos: de um lado, o aumento
da agitacao das moléculas com a elevagao da temperatura, que aumenta a freqiiéncia das
colisdes entre o substrato e a enzima; de outro, a desnaturagao da proteina enzimatica. Esta
desnaturagao vai modificar a estrutura terciaria e a quaternaria da proteina e fazer, portanto,
a enzima passar de uma conformagéo ativa a uma conformagéao desprovida de atividade. De
fato, na desnaturagdo das enzimas pelo calor, o que conta, sobretudo, é o bindmio
tempo/temperatura, ou seja, a duracao e a intensidade do tratamento térmico.

A expressao da atividade de uma enzima é medida através de sua velocidade de
reacao, determinada em condi¢cdes experimentais estabelecidas. A atividade é expressa em
unidades de atividade. A definicdo proposta pela IUB (Internacional Union of Biochemistry)
considera uma unidade de atividade como a quantidade de enzima que catalisa a
transformacgéo de um umol de substrato por minuto em condigdes de ensaio definidas (Lima
et al., 2001).

2.2.1. Peroxidase (PDO)

A peroxidase (E.C. 1.11.1.7) é encontrada em tecidos de vegetais e animais.
Schonbein, em 1855, usando extratos de plantas com peroxido de hidrogénio e guaiacol
observou que um composto de coloracdo intensa era formado. Linossier, em 1898, isolou
esta enzima e a chamou de peroxidase (Campa, 1991; Burnette, 1977). E uma importante
enzima das plantas e esta envolvida em diversas reacgodes, ligagcdes de polissacarideos,
oxidacdo do acido indol-3-acético, ligacdes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de
ferimentos, oxidacao de fendis, defesa de patdgenos e regulacdo da elongacgéao de células,
entre outras (Kao et al., 1997).
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Peroxidases sdo enzimas que utilizam peroxido de hidrogénio para catalisar a
oxidacdo de um variado grupo de compostos organicos e inorganicos, como monofenais,
difendis, polifendis e aminofendis, entre outros (Fatibello-Filho e Vieira, 2002). Estas
enzimas tém sido isoladas de diversos organismos e a grande maioria apresenta a

protoporfina IX (grupos heme) como grupo prostético (Conesa et al., 2002).

Sao encontradas em multiplas isoformas na maioria das espécies de frutas e
vegetais, sendo relacionada com alteragbes no flavor, textura e cor durante o
armazenamento e decomposicdo das mesmas (Hamed et al, 1998; Duarte-Vazquez et al.,
2000). E conhecida como uma enzima termoestavel, uma vez que pode ter sua atividade
regenerada apos o tratamento térmico (Banci, 1997; Fatibello-Filho e Vieira, 2002).

As peroxidases podem ser classificadas de acordo com a superfamilia a que
pertencem: a superfamilia das peroxidases de mamiferos, que incluem enzimas como as
lactoperoxidases e as mioloperoxidases; e a superfamilia das peroxidases de vegetais. As
peroxidases de origem vegetal apresentam uma relagdo evolutiva e foram divididas em trés
classes:

e C(Classe |: peroxidases intracelulares que incluem a citocromo C peroxidase de
levedura (CCP), cloroperoxidase (CPO) e citosol ascorbato peroxidase (CAP);

e Classe Il: peroxidases fungicas extracelulares, tais como lignina peroxidase (LiP) e
manganés peroxidase (MnP) de Phanerochaete chrysosporium e outras
peroxidases que degradam ligninas obtidas a partir de basidiomicetos;

e Classe lll: peroxidases vegetais extracelulares tais como a peroxidase de raiz forte
(HRP—horseradish peroxidase).

As peroxidases das classes Il e lll contém sinal peptidico, pontes dissulfeto e célcio
estrutural. Para quase todas as peroxidases vegetais conhecidas, o0 grupo prostético é o
Ferroprotoporfirina IX. Quando o grupo prostético Ferroprotoporfirina IX contém ferro (lll), é
um exemplo de hemin, ao passo que contendo ferro (ll), € um heme. Contudo, existe ao
menos cinco diferentes estados de oxidagdo do grupo prostético de uma peroxidase, sendo
assim € mais simples usar o nome heme, independente do seu estado de oxidagao. Como
pode ser observado através do grupo prostético apresentado na Figura 2.1, heme
peroxidase é caracterizada por um atomo de ferro (lll) centralizado e pentacoordenado,
ligado por quatro atomos de nitrogénio dos anéis pirrélicos (posicoes I, I, Il e 1V), a posicao
V esta localizada na face proximal do heme e é normalmente ocupada por uma cadeia

lateral imidazdlica de um residuo de histidina. A posi¢cdao VI na enzima nativa em repouso
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esta livre e localizada sobre a face distal do heme, a qual esta axial ao ferro e determina um
estado de alto spin para o ferro. A cavidade distal € a regido na qual muitas reacoes de
peroxidase ocorrem (Dunford, 1999). Possui ainda oito cadeias laterais dos quais quatro séo
grupos metil (posicdes 1, 3, 5 e 8), dois grupos vinil (posicoes 2 e 4) e dois grupos
propionato (posicoes 6 e 7).
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Figura 2.1. Grupo prostético da enzima peroxidase (POD) denominado grupo heme ou
grupo ferroprotoporfirina.

O sitio catalitico da heme peroxidase (Figura 2.2) possui um atomo de ferro, que no
estado fundamental apresenta nimero de oxidacdo "3 (1). O ciclo catalitico se inicia com o
peréxido se decompondo gerando &gua (2) e oxidando o Fe*em Fe**(3) formando o
complexo porfirina-Ferro-OXO (Fe=0), denominado de composto |, representado por [Fe
(IV+)=0], o qual transfere o atomo de oxigénio para o substrato (b). O composto | de
peroxidases oxida uma grande variedade de substratos através de duas oxidacgoes
seqglenciais “um-elétron”, formando primeiro o intermediario composto Il (a) reduzido e,
entao, o estado férrico fundamental (1) (Du e Loew, 1992). Se a seqiiéncia prosseguir sem
oxidar o substrato, entdo o oxigénio que forma o complexo Fe-oxeno (a) é reduzido gerando
o composto Il. Nestas condigbes, uma nova redugao € iminente a geragdo de uma molécula
de agua, reduzindo o estado de Fe** para Fe®* (1) (Velde et al., 2001).
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Figura 2.2. Ciclo catalitico da heme peroxidase (POD).

A peroxidase possui habilidade de causar mudangas indesejaveis, como o0
desenvolvimento de sabor desagradavel, alteracdo da cor e textura e/ou redugédo do valor
nutricional. Em contrapartida, com o desejavel escurecimento obtido pela formacédo de
compostos escuros em produtos como cha preto, apresenta também aplicacdes de
interesse na industria alimenticia (Duarte-Vazquez et al., 2000).

Comercialmente, as peroxidases vém sendo amplamente utilizadas como um
importante componente em processos biotecnoldgicos (Fatibello-Filho e Vieira, 2002). Vieira
et al. (2003) desenvolveram um biossensor de pasta de carbono modificado com extrato
bruto de abobrinhas para determinagdo de paracetamol em produtos farmacéuticos, que
apresentou bom desempenho analitico e tempo de vida superior aos biossensores de pasta
de carbono usando peroxidase purificada. Sao utilizadas, também, como enzimas

indicadoras em imunoensaios enzimaticos no processamento de alimentos (Liu et al., 1999).

Na industria de papel e celulose é empregada na etapa de branqueamento da polpa
e no tratamento de seus efluentes. Na industria téxtil € utilizada para melhorar o

branqueamento em detergentes de lavanderias e inibir a transferéncia de cor durante a
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lavagem. Na oxidagdo de compostos fendlicos em efluente de refinaria de petrdleo
apresentou uma eficiéncia de oxidacao de pelo menos 95% dos compostos (Wilberg, 2003).

2.2.2. Polifenoloxidase (PPO)

Em 1895, Bourquelot e Bertrand observaram o aparecimento de um composto escuro
no cogumelo na presenca de tirosina. Em 1896 foi atribuido 0 nome de tirosinase a enzima
presente no cogumelo. Atualmente, a enzima é denominada polifenoloxidase, designacao
mais precisa do substrato sensivel a sua acao, sendo também conhecida como tirosinase,

cresolase, catecolase, difenolase e fenolase (Chlamtac, 1955; Fatibello-Filho e Vieira, 2002).

Com isso, uma confusdo com respeito a nomenclatura surgiu, em grande parte
devido a ocorréncia de duas atividades cataliticas distintas. A IUBAC redefiniu recentemente
as duas atividades cataliticas: (I) E.C. 1.14.18.1 (monofenol mono-oxigenase; também
chamada de cresolase ou monofenolase) que catalisa a o-hidroxilagdo de monofendis para
o-difenol; (Il) E.C. 1.10.3.1 (oxidagdo do o-difenol para o-quinona, também chamada de
catecolase ou difenolase). Por razées histéricas, o termo tirosinase é freqiientemente usado
como um termo genérico para polifenoloxidases. A dupla atividade catalitica da tirosinase
conduziu a discordancia sobre se ambas as reagdes acontecem no mesmo local ativo
(Mayer e Harel, 1979). Porém, estudos estabeleceram que ambas utilizam-se do mesmo
substrato para um unico local ativo, embora os monofendis se liguem a um Unico dos dois

ions cobre presentes neste local (Lerch, 1981).

Existem duas diferentes reacdes catalisadas pela enzima: atividade cresolase (a
hidroxilagdo de monofendis para o-difendis) e atividade catecolase (a oxidagao de o-difendis
para o-quinonas), ambas envolvendo oxigénio molecular, sendo demonstradas na Figura 2.3
(Pérez-Gilabert e Carmona, 2000). O escurecimento enzimatico de vegetais e frutas, quando
cortados e expostos ao ar, ocorre devido a polimerizacao das o-quinonas, originando as
melanoidinas (Fatibello-Filho e Vieira, 2002).

Nos tecidos vegetais, a enzima PPO esta localizada nos cloroplastos (Van Gelder et
al., 1997) e sua atividade no tecido vegetal depende do local do plantio, periodo da colheita,
espécie e do estado de amadurecimento deste, sendo menor em frutos ou vegetais nao-

amadurecidos (Dawson e Tarpley, 1951; Dawson e Magee, 1955).



Capitulo 2 Revisao Bibliografica 16

OH OH
OH
+ 0, + 3H PPO_ + OH, (a)
Fenol Catecol
OH
OH o
+ 120, PPO . oH, ©
Catecol o-quinona

Figura 2.3. Reacao de oxidacao de compostos fendlicos por PPO, (a) atividade cresolase,
(b) atividade catecolase.

A polifenoloxidase é uma enzima que contém dois ions Cu*?no seu sitio ativo (Figura
2.4). A massa molar das polifenoloxidases varia de 57 a 62 kDa, com exce¢édo da PPO do
cogumelo que apresenta 128 kDa, possuindo duas cadeias maiores com 43-45 kDa cada
onde estao os sitios ativos, e duas menores com 13 kDa cada (Arautjo, 1995).

Nao ha uma elucidagcdo completa da estrutura para as polifenoloxidases. As
dificuldades inerentes a purificacdo e a multiplicidade que elas exibem contribuem para a
falta de progresso em definir a estrutura dessa proteina. Na auséncia de cristais
suficientemente puros para analise cristalografica (Raio-X), a estrutura sélida das proteinas
permanece indefinida (Burton, 1994).

Intensas investigagbes foram realizadas no sentido de identificar o local do cobre
binuclear presente nas proteinas do grupo das oxidases, da qual fazem parte as
polifenoloxidases. Estas proteinas sdo caracterizadas por dois ions cobre, acoplados anti-
ferromagneticamente situados proximo ao sitio ativo, capazes de se ligar ao dioxigénio para
formar um complexo dioxigénio-dicobre (ll). Um mecanismo proposto para explicar a
atividade da tirosinase (Solomom e Lowery, 1993) baseado nestas consideracdes, é
mostrado na Figura 2.5. O substrato fendlico coordenaria inicialmente a partir da posicao
axial e a densidade do elétron é doada do substrato no orbital molecular nao ocupado da
unidade 5 do oxi-dicobre, que sao ligadas as ligacdes oxigénio-oxigénio e cobre-oxigénio
(1). Esta etapa inicia a transferéncia de oxigénio a posi¢ao orto do anel fenil, resultando na



Capitulo 2 Revisao Bibliografica

17

formacao do catecol ligado 6 (2). A transferéncia do elétron do catecol aos atomos de cobre
gera o sitio deoxi e libera a o-quinona (3).

Figura 2.4. Grupo prostético da polifenoloxidase (PPO).

OH, +
2 N, N o(_ N, o N
Jcu cu, ‘ed | eu,
N ‘Ko/c N
/ deoxy oxy (1)
N Z ‘ .
u Cu,
A CU/:"
met-D (3) oxy-T (2)

Figura 2.5. Ciclo catalitico da polifenoloxidase (PPO).



Capitulo 2 Revisao Bibliografica 18

Quanto as aplicagdes das polifenoloxidases, muitas pesquisas tém sido realizadas
com a sua utilizacdo em biossensores para quantificacdo de compostos fendlicos (Fatibello-
Filho e Vieira, 2002). Lupetti et al. (2003) desenvolveram um sistema para determinagéo de
dopamina em amostras farmacéuticas, utilizando extrato bruto de polifenoloxidase de
abacate. Os resultados obtidos com o sistema sdo semelhantes, com 95% de confianga, aos
resultados obtidos com o método padrdao determinado pela Farmacopéia Brasileira,
apresentando boa repetibilidade.

2.3. FLUIDOS PRESSURIZADOS

A concepgao de fluido supercritico faz referéncia a um estado da matéria em que o
composto se comporta como um fluido, pois apresenta propriedades intermediarias entre a
de um géas e de um liquido e também se refere ao fato de uma substancia se encontrar em
uma condicdo de temperatura e pressao acima dos valores criticos. No ponto critico, as
fases gasosa e liquida tornam-se idénticas, isto &, sé uma fase existe (Almeida Filho, 2003).

A combinagao das propriedades das fases liquida e vapor, caracteristica do estado
supercritico, ocorre de uma forma extremamente vantajosa para a utilizacdo dos fluidos
supercriticos (FSC) como solventes. Os FSC possuem densidades préximas a dos liquidos,
o que fortalece as suas propriedades de solvente. Por outro lado, a viscosidade, a
difusividade e a tensao superficial apresentam valores préximos aos do estado gasoso, o
que torna as propriedades de transporte bastante favoraveis ao processo. Todas estas
propriedades singulares fazem dos FSC meios bastante interessantes para reacoes
quimicas (Oliveira, 1999).

A aplicacao de solvente pressurizados em condi¢cdes supercriticas é baseada na
observacao experimental da caracteristica que muitos gases apresentam, de melhorar
significativamente o seu poder de solubilizacdo quando submetidos a altas pressées
(McHugh e Krukonis, 1994). Cabe ressaltar que o processamento com fluidos pressurizados
em geral implica no uso de altas pressdées. Quando o fluido empregado para gerar ou
transmitir press@o € a agua (temperatura critica de 374 °C e pressao critica de 220 bar), a
literatura normalmente trata tal abordagem como pressao hidrostatica e, para este caso,
pressdes compreendidas entre 1000 e 10000 bar sdo corriqueiramente empregadas
(Daoudi, 2004). Recentemente, fluidos alternativos como o propano e n-butano vém sendo
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utilizados em processamentos a alta pressdo (Lanza et al., 2004; Oliveira et al., 2006a;
Oliveira et al., 2006b).

Dentre os varios fluidos pressurizados empregados no estado sub ou supercritico, o
diéxido de carbono é o mais utilizado em reagbes enzimaticas devido a adequagao de seus
parametros criticos para a faixa de operagao 6tima de enzimas (Tabela 2.1) e o seu baixo
impacto ambiental. A catalise enzimatica em CO, supercritico apresenta interesse particular
para industrias farmacéuticas e de alimentos, pois o CO, é um solvente atéxico, ndo
inflamavel, relativamente inerte, abundante, de baixo custo e elimina a possibilidade de
deixar residuos toxicos de solventes organicos. Além disso, sua temperatura critica (Figura
2.6) é suficientemente baixa para o processamento de materiais termolabeis e condiz com
as temperaturas 6timas tipicas para reagdes enzimaticas (Beckman, 2003).

Tabela 2.1. Ordem de grandeza de propriedades fisico-quimicas do CO, comprimido.

Estado Densidade (g/mL) Viscosidade (cP) Difusividade (cm?/s)
Gas 2x10° 1,4 x10°? 102
FSC 0,5 0,2-1,2x 10" 10*
Liquido 1,0 1,0 10°
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Figura 2.6. Diagrama de fases para o SC-COs,.
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Outras vantagens do uso de enzimas em fluidos pressurizados incluem: a facilidade
de separacao e qualidade do produto; o aumento das taxas de reacdo no estado
supercritico devido a combinagcao de propriedades como a difusdo e a viscosidade e a
termoestabilidade de biomoléculas em fluidos pressurizados é maior que na agua; existe a
possibilidade de reciclagem do solvente (Kamat et al., 1995), além de aspectos ambientais

positivos.

2.4. ENZIMAS EM FLUIDOS PRESSURIZADOS

Trabalhos pioneiros como os de Randolph et al. (1985); Hammond et al. (1985) e
Nakamura et al. (1985), mostraram a relevancia de estudar a atividade e a estabilidade de
enzimas em meios alternativos. O que motivou a realizacdo destes trabalhos foi o fato de
que as enzimas podem reter sua atividade e estabilidade em meios ndo aquosos.
Consequentemente, elas podem ser usadas para catalisar reagcdes em solventes organicos

e outros meios ndo convencionais.

Assim, como no processo de extragdo, os principais atrativos do uso de fluidos
supercriticos como meios para reagdes enzimaticas incluem sua maior difusividade (Russel
e Beckman, 1991) e menor viscosidade que a dos solventes liquidos, redugdao do impacto
ambiental, suas propriedades de solvente dependentes da pressao e temperatura préximas
do ponto critico e a simplificacdo potencial das etapas de separacao e recuperacao. O uso
de fluidos supercriticos como solventes em reacbées enzimaticas, além das vantagens ja
citadas, permite, também, o controle das variaveis que conduzem a reagao, regeneragao do

catalisador, controle da taxa de reagao e controle da distribuicdo do produto (Oliveira, 1999).

O uso de solventes ndo aquosos para reagbes enzimaticas € atrativo por varias
raz6es. Uma enzima em um solvente ndo aquoso pode possuir interagdes solvente/enzima,
similares aquelas de seu meio nativo e, entdo, mostrar atividade maior quando comparada a
agua. Os substratos podem, também, ser mais sollveis em um solvente ndo aquoso,
fazendo com que as taxas de reagdo sejam maiores neste tipo de solvente. Os fluidos
supercriticos comegaram, entdo, a ser considerados como meio potencial para a catélise

enzimatica (Oliveira, 1999).

Em estudos de processamento hidrostatico, o trabalho realizado por Seyderhelm et
al. (1996) observaram o efeito da alta pressao sobre algumas enzimas em tampao fosfato,
sendo que a sensibilidade a pressdo em ordem ascendente foi: lipoxigenase,
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lactoperoxidase, pectinesterase, lipase, fosfatase, catalase, polifenoloxidase e peroxidase.
Os autores observaram também que o aumento da temperatura induziu a uma maior

inativacdo dessas enzimas.

Em se tratando de pressao hidrostatica, muitos estudos foram realizados em relagéo
as oxidases, em especial a peroxidase e a polifenoloxidase. A peroxidase (POD) é uma das
enzimas de origem vegetal, mais resistentes ao processamento térmico e tem se mostrado
bastante resistente a pressdo. Para vagens, um tratamento de 9000 bar por 10min a
temperatura ambiente foi necessario para causar uma reducao de 88% na atividade da POD
(Hendrickx et al., 1998). A temperatura ambiente, a atividade da POD de laranja diminui
continuamente até 4000 bar (tempo de processo de 15min); a maior taxa de inativagao
(50%) foi obtida a 32°C. Processamentos sob pressao inferiores 3000 bar e temperaturas
em torno de 32°C aumentaram a atividade de POD no suco de laranja, enquanto que
pressdes superiores e temperaturas relativamente elevadas (>60°C) inativaram a POD
(Cano et al., 1997). Anese et al. (1995) observaram que a peroxidase € muito resistente a
pressdes menores de 9000 bar aplicados durante 1 min, e mostra uma ativagdo durante o
processamento entre 3000 e 5000 bar.

A polifenoloxidase (PPO) de cogumelo e de batata tem se mostrado altamente
estavel a pressao, sendo necessarios tratamentos entre 8000 e 9000 bar para a reducao da
atividade (Gomes e Ledward, 1996). Por outro lado, as PPO de damasco, morango e uva
parecem ser mais sensiveis a pressao, podendo ser inativadas por pressdes préximas a
1000, 4000 e 6000 bar, respectivamente (Amati et al., 1996). A inativagdo da PPO de
banana, uva, abacate e pera a temperatura ambiente foi intensa a 6000, 7000, 8000 e 9000
bar, respectivamente. Ja a atividade da PPO da cebola mostrou um aumento de 30% depois
do tratamento a 6000 bar durante 10 min a temperatura ambiente (Butz et al., 1994). A PPO
do suco de uva branca foi parcialmente inativada por tratamento a pressées entre 3000 e
6000 bar (Castellari et al., 1997). Estudos mostram que a PPO é uma enzima dificil de
inativar por completo a temperatura ambiente. Segundo Eshtiaghi et al. (1994) s6 um
tratamento de 9000 bar a 45°C por 30 min poderia inativar por completo a PPO de batata
em tampéo fosfato pH 7,0.

O efeito da pressédo hidrostatica em trés importantes enzimas a B-glucosidase, a
peroxidase e a polifenoloxidase, de framboesa vermelha e morango foram estudas por
Garcia-Palazon et al. (2004). Amostras das frutas foram pressurizadas entre 4000, 6000 e
8000 bar por 5, 10 e 15 min a uma temperatura controlada entre 18 e 22°C. A B-glucosidase
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de framboesa vermelha apresentou uma perda de 10% na atividade ap6s submetida a uma
pressao de 6000 e 8000 bar por 15 min, uma perda de 5% quando a pressao era de 4000
bar entre 10 e 15 min e um aumento de 2% na atividade quando submetida a pressao de
4000 bar por 5 min. J4 a B-glucosidase de morango apresentou um aumento de 76% na
atividade quando submetida a pressao de 4000 bar por 15 min. Para as pressdes de 6000 e
8000 bar, houve uma redugéo na atividade de 49 e 61%, respectivamente, apos 15 min.

Para enzima peroxidase em morango,os resultados apresentados sado similares aos
da B-glucosidase, um aumento de 13% na atividade na press@o de 4000 bar por 5 min e
uma perda de 11-35% na condicdo de 6000 bar por 15 min. Nenhuma atividade foi
detectada em framboesa vermelha ap6s o tratamento com pressdo. Diferentemente da
peroxidase, a polifenoloxidase de framboesa vermelha houve um aumento de 15% na
atividade ap6s submetida a pressao de 4000 bar por 5 min e 54% a pressao de 6000 bar por
5 min, porém decorridos 15 min a atividade perdeu 99% da atividade. No caso do morango,
a inativacao completa da PPO ocorreu a 6000 bar por 15 min ou 8000 bar por 10 min.

Em relagdo a enzimas em outros fluidos pressurizados, pode-se destacar o uso do
diéxido de carbono (71,5-276,4 bar), propano (30-250 bar) e n-butano (10-250 bar) sobre a
atividade de lipases (Lipozyme IM, Novozym 435 e Yarrowia lipolytica). No processamento
com CO,, as trés lipases perderam atividade em todas as condigbes experimentais. Para o
processamento com propano, as lipases Lipozyme IM e Yarrowia lipolytica apresentaram
perda na atividade, enquanto que a Novozym 435 apresentou um aumento na atividade em
todas as condigdes experimentais estudadas. O processamento com n-butano apresentou
0s mesmos resultados apontados no processamento com propano (Oliveira et al., 2006 a,b).

Giebauf e Gamse (2000) estudaram o efeito do tratamento com CO, supercritico em
extrato bruto de lipase de pancreas de porco. O processamento por 1h a 65°C e 150 bar nao
apresentou perda/ganho significativos na atividade da lipase, porém um incremento
expressivo de 243% na atividade foi observado na temperatura de 75°C e, quando o tempo
de exposicao foi de 4h, aumentos de até 860% foram constatados.

O processamento com dioxido de carbono também ¢é relatado para as oxidases,
peroxidase e polifenoloxidase. Chen et al. (1992) submeteu a PPO do extrato purificado de
camarao, lagosta e batata ao processamento com CO, a 58 bar com temperatura de 43°C
por 1 min, 0 que provocou uma perda na atividade enzimatica em relagéo a original de 98,

78 e 55% respectivamente. Ao estudar a peroxidase contida em extrato de rabanete, Fricks
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et al. (2006), observaram um incremento de 112% na atividade da POD apos
processamento com CO, a uma pressado de 70,5 bar a 30°C por 1h. O mesmo extrato,
porém agora liofilizado por 12 e 24h foi submetido as mesmas condi¢gdes de processamento
anteriores, mantendo um incremento na atividade, embora menor, de 61 e 35%,

respectivamente.
2.5. PARAMETROS QUE AFETAM A CATALISE ENZIMATICA

Proteinas sao estruturas delicadas, mantidas por interacées entre a cadeia protéica
(determinada pela seqiéncia de aminoacidos) e pelas interagdes com o solvente ao redor.
Mudancas nos fatores externos, como pressao e temperatura, podem perturbar o0 complexo
balango das interagbes intramoleculares e entre solvente-proteina, e podem,
consequentemente, levar ao desdobramento e/ou desnaturagdo da cadeia de peptideos
(Hendrickx et al., 1998).

Como salientado anteriormente, as enzimas sao classes especiais de proteinas na
qual a atividade biolégica surge a partir de um sitio ativo, mantido pela conformagéo
tridimensional da molécula. Pequenas mudangas no sitio ativo podem levar a uma perda da
atividade da enzima. Como a desnaturagcdo protéica é associada com mudangas
conformacionais nas estruturas tercidrias ou quaternarias, estas podem mudar a
funcionalidade da enzima (por exemplo, aumento ou perda da atividade catalitica, mudancas
na especificidade do substrato) (Hendrickx et al., 1998). Neste sentido, nesta secdo sera
apresentada uma visao geral sobre os parametros que afetam a catalise enzimatica. Cada
parametro sera abordado individualmente, mas é importante salientar que o efeito desses
parametros sobre a atividade e estabilidade enzimatica, freqientemente ocorre de forma
combinada.

2.5.1. Efeito da pressao

Uma pequena mudancga na pressao é acompanhada por uma mudanga dramatica na
densidade nas proximidades do ponto critico de uma substancia, alterando assim as
propriedades fisico-quimicas de um fluido supercritico. Desde que as propriedades do
solvente podem modular as propriedades da enzima suspensas neste, o efeito da presséao
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em reacbes de catalise enzimatica em fluidos supercriticos € uma éarea importante de

investigacao.

Ao contrario dos tratamentos térmicos, onde tanto ligagbes covalentes como néo
covalentes sdo afetadas, no processamento a alta pressdo em temperatura ambiente as
ligacdes covalentes sdo pouco afetadas e, conseqiientemente, a estrutura primaria das
proteinas permanece intacta durante o tratamento sob pressao (Cheftel, 1995), apenas
ligagcdes quimicas relativamente fracas (pontes de hidrogénio, ligagdes hidrofdbicas ou
mesmo algumas ligagbes ibnicas) podem ser rompidas (Hendrickx et al., 1998). Isso
significa que tanto a estrutura secundaria como a terciaria podem ser afetadas pela presséo,
uma vez que as pontes de hidrogénio sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura
helicoidal (secundaria) e as interagdes ibnicas e hidrofdbicas sdo responsaveis principais
pela manutencdo da estrutura terciaria das proteinas. Proteinas multiméricas (de estrutura
quaternaria) mantidas juntas por ligagdes nao covalentes podem ser dissociadas por
pressdes comparativamente baixas (Hendrickx et al., 1998).

Em geral, pressbes acima de 3000 bar a temperatura ambiente causam
desnaturagao protéica irreversivel, enquanto pressdées menores resultam em mudangas

reversiveis na estrutura da proteina (Cheftel, 1995).

Os efeitos da alta pressao sobre enzimas podem ser divididos em duas classes. Na
primeira, pressdes relativamente baixas (>1000 bar) tém mostrado ativacdo de algumas
enzimas (Asaka et al., 1994; Anese et al., 1995; Cano et al., 1997; Giebauf e Gamse, 2000;
Fricks et al., 2006). Pressdes muito maiores (<1000 bar), geralmente induzem a inativacéao
enzimatica (Weemaes et al., 1998), porém ha também casos de aumento da atividade
(Garcia-Palazon et al., 2004).

Kamat et al. (1995) observou que em sistemas aquosos, pressdes abaixo de 1000
bar ndo apresentam efeito significativo na atividade enzimética. Os grupos de Blanch e
Chark (Randolph et al., 1988), usando espectroscopia de ressonancia magnética a alta
pressao, nao observaram qualquer mudancga significativa na estrutura da colesterol oxidase
em misturas de CO,-co-solvente a 35°C entre 1 e 113 bar. Affleck et al. (1994) mostraram
nao haver mudanga conformacional consideravel na subtilisina a 700 bar em n-hexano. J&
outros estudos usando espectroscopia de fluorescéncia mostraram que a tripsina sofreu

uma mudanc¢a conformacional em CO, supercritico durante a despressurizagdo. Contudo,
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nenhum dado de atividade foi reportado para determinar os efeitos de tais mudancas

estruturais.

Tanaguchi et al. (1987) examinaram o efeito do CO, supercritico em 9 enzimas
comerciais a 35°C e 203 bar. Ap6s 1 hora de exposi¢édo, os autores nao observaram perda
na atividade das enzimas. Em contrapartida, Kasche et al. (1988) mostraram que a atividade
de algumas enzimas foi adversamente afetada pela despressurizagéo.

2.5.2. Efeito da agua

A hip6tese mais aceita com relagdo a perda de atividade enzimatica em meio
supercritico sugere que a taxa de despressurizagao do CO, supercritico e o conteudo de
agua do solvente tém um efeito direto na taxa de desnaturagcédo e que enzimas que contém
pontes de dissulfito sdo menos propensas a desnaturacdo. Enzimas sao inativas na
completa auséncia de agua, porém a quantidade de agua necessdria para uma enzima ser
cataliticamente ativa é surpreendentemente baixa. Em sistemas ndo aquosos, o teor de
agua necessaria para manter uma enzima na forma cataliticamente ativa é geralmente
equivalente a uma monocamada por molécula de enzima. Estas moléculas essenciais de
agua sao ligadas por interacées nao-covalentes que mantém a estrutura nativa da proteina.
Se as moléculas de agua em volta da enzima sdo perturbadas, a enzima geralmente perde
sua atividade. O meio ndo aquoso pode retirar a agua 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 agua
essencial para a molécula da enzima. Este principio pode também ser aplicado a sistemas
envolvendo fluidos supercriticos. Geralmente, a atividade enzimatica aumenta com o
aumento do conteudo de agua adicionado ao fluido supercritico, até que a mesma atinja um
maximo. Além disso, acima do conteudo 6timo de agua, as suspensodes de enzimas formam
agregados, resultando em uma reducéo do contato entre a enzima e o solvente, reduzindo
assim, a eficiéncia da enzima. Pode-se, com base nas informagbes da literatura, concluir
que o tipo de reacdo e o meio reacional sdo também importantes na determinagdo da
dependéncia da atividade enzimatica com o contetudo de agua (Oliveira e Oliveira, 2000;
2001).
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Neste sentido, existem duas maneiras de manter a hidratagdo da enzima em meio
ndo-aquoso. Agua pode ser adicionada diretamente ao sistema reacional ou,
alternativamente, sais hidratados podem ser adicionados como uma fonte indireta. De
acordo com Halling (1990), em meio nao-aquoso, a concentracdo de agua é um dos
parametros chave a ser considerado. A adicdo de agua a preparagdes enzimaticas sélidas
pode aumentar a atividade enzimatica através do aumento da polaridade e da flexibilidade
do sitio ativo da enzima. No entanto, excesso de agua facilita a agregacdao da enzima e
pode provocar um decréscimo de sua atividade (Yang e Russel, 1996).

As propriedades fisico-quimicas exibidas por uma enzima estao relacionadas direta
ou indiretamente ao papel da 4gua nas interagdes nao covalentes (eletrostaticas, pontes de
hidrogénio, van der Waals e hidrofébicas), as quais ajudam a manter a conformacao
cataliticamente ativa da enzima (lllanes, 1994). A hidratagcdo dos grupos carregados e
polares das moléculas da enzima parece ser um pré-requisito para a catélise enzimatica. E
possivel que, na auséncia de agua, esses grupos interajam produzindo uma conformacao
estrutural inativa. A funcdo da agua na manutencao da atividade enzimatica em meio nao
aquoso parece estar relacionada com a sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio
com esses grupos funcionais protegendo, portanto, dieletricamente as interacdes
eletrostaticas entre os grupos ionizados e neutralizando as interagdes dipolo-dipolo entre
unidades peptidicas e grupos vizinhos polares da proteina (Langone, 1998).

A remogao da agua ligada a proteina aumenta a forga das ligagées de hidrogénio
intramoleculares e das pontes salinas, que estabilizam as proteinas nas suas conformacoes
originais, conferindo-lhes rigidez estrutural. A desnaturagdo das enzimas através do calor
requer ampla mobilidade conformacional, o que envolve agua livre. Além disso, a eliminacéao
da agua do sistema dificulta a ocorréncia de um numero de rea¢des quimicas indesejaveis,
as quais sado promovidas através do aumento da temperatura, tais como, reacbes de
hidrélise, de oxidacdo, de isomerizacdo, entre outras, que promovem a inativacdo da
proteina em solugdes aquosas (Yang e Russel, 1996).

Randolph et al. (1988), examinado o efeito da agua na atividade de colesterol
oxidase em di6xido de carbono supercritico, verificou que a enzima era 10 vezes menos
ativa em sc-CO, sem a presenca de agua do que em um sistema no qual a a4gua também
estava presente. Constatou-se também que a atividade reduzida na auséncia de agua foi
completamente recuperada no momento em que 1% (v/v) de agua foi adicionada.
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Oliveira et al. (2006a) submeteu as lipases Lipozyme IM, Novozym 435 e Yarrowia
lipolytica ao processamento com diéxido de carbono (71,5-276,4 bar), propano (30-250 bar)
e n-butano (10-250 bar). No processamento com CO,, as trés lipases perderam atividade
em todas as condi¢cdes experimentais avaliadas. Para o processamento com propano, as
lipases Lipozyme IM e Yarrowia lipolytica apresentaram perda menos pronunciada na
atividade, enquanto que a Novozym 435 apresentou um aumento na atividade em todas as
condigcdes experimentais investigadas. O processamento com n-butano apresentou o0s
mesmos resultados apontados no processamento com propano. Suple-se que estes
resultados estejam relacionados ao fato do n-butano ser mais hidrofébico do que o CO; e,
consequentemente, ndo possuir a capacidade de retirar d4gua da enzima, evitando a
inativagdo. O n-butano, por apresentar uma baixa constante dielétrica, preserva a
conformagdo da enzima sob altas pressdes, diminuindo os possiveis efeitos da
desnaturagao que levam a uma diminui¢cdo da atividade enzimatica. Em trabalhos realizados
por Knez e Habulin (2001) e Knez et al. (1998), a lipase imobilizada de R. miehei nao
apresentou perda na atividade quando exposta a n-butano a 100 bar, 35°C por 24h.

No estudo realizado por Fricks et al. (2006), onde a peroxidase apresentou um
incremento de 112% na atividade da POD de extrato purificado de rabanete apds
processamento com CO, a uma pressao de 70,5 bar a 30°C por 1h, o efeito da agua pode
ser observado quando o mesmo extrato, porém agora liofilizado por 12 e 24h foi submetido
as mesmas condigdes de processamento anteriores. Embora mantendo um incremento na
atividade de 61 e 35%, respectivamente, observou-se que quanto o menor o conteudo de
agua, menor o incremento observado. O efeito da agua fica ainda mais pronunciado quando
o extrato de rabanete purificado foi liofilizado antes do processamento com CO, sob as
mesmas condi¢des: os resultados indicaram uma perda de 58,5% de atividade quando a
liofilizag&o foi conduzida por 12h e de 85,1% quando o extrato foi liofilizado por 24h.

2.5.3. Efeito do solvente

A atividade enzimatica depende do tipo de fluido utilizado provavelmente como
resultado de diferentes interacdes proteina-solvente. As interagbes proteina-meio
pressurizado que podem afetar a atividade enzimatica incluem a particdo do substrato, do
produto e agua 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 ligagdes hidrogénio, ibnica e
hidrofébica. A particdo do substrato entre o sitio ativo e o solvente depende da
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hidrofobicidade do solvente e da enzima. Os solventes menos nocivos as enzimas sao
aqueles mais hidrofébicos, pois interagem menos com a agua necessaria para 0
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 4gua essencial das proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade
enzimatica (Knez e Habulin, 2001).

Um dos mais importantes indicadores de hidrofobicidade é a constante dielétrica
(llanes, 1994). A constante dielétrica do solvente é responsavel pelas interagdes especificas
entre a enzima e o solvente. Admite-se que a diminuigdo da constante dielétrica do solvente
permite o aumento das interagdes eletrostaticas entre os residuos ionizaveis da molécula de
enzima, o que pode causar uma reducao da flexibilidade interna da proteina. Considerando
que a mobilidade molecular é essencial para a atividade catalitica da enzima, uma reducéo
na sua flexibilidade é normalmente acompanhada por uma diminuicdo da atividade
enzimatica. A modificagéo do valor da constante dielétrica também altera o valor de pKa dos
residuos ionizaveis da superficie da proteina. Se essa modificacdo ocorrer no sitio ativo ou
proximo a ele, pode haver a alteracdo da ligacdo e/ou da conversdo dos substratos e,
quando a mudancga na constante dielétrica € drastica, a estrutura tridimensional da enzima

pode ser afetada (Monot, 1994).

Para a ativacdo da enzima é necessaria a presenca de pelo menos uma pequena
monocamada de agua. Em reacgdes enzimaticas sob condi¢des supercriticas a agua divide-
se entre a enzima e a mistura reacional. Em um sistema essencialmente ndo aquoso a agua
divide-se preferencialmente entre o solvente com o aumento da hidrofobicidade. Outra
maneira na qual os solventes afetam a atividade € por interacéo direta com a agua essencial
em torno da molécula de enzima. Solventes altamente polares sdo capazes de absorver
agua avidamente e retirar a camada de hidratacao da enzima, provocando a perda das
propriedades cataliticas por inativagdo ou desnaturacdo. Reciprocamente, os solventes
hidrofébicos, por serem menos capazes de arrastar "para fora" ou deformar a camada de
hidratagdo, podem apenas afetar parcialmente a atividade catalitica. Em meios né&o-
aquosos, as enzimas sao heterogéneas com respeito ao solvente. Varios trabalhos tém sido
realizados com o objetivo de investigar a importancia dos solventes pressurizados na

estabilidade das enzimas (Catoni et al., 1996; Cernia et al., 1998).
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2.5.4. Efeito da temperatura

A maioria das enzimas possui atividade bastante especifica, capazes de catalisar s6
uma determinada reacdo e de fazé-la s6 em um tipo de meio ou substrato. Algumas
enzimas sdo mais versateis. Entretanto, todas as enzimas operam dentro de um limite

estreito de temperatura e pH (Cox, 1987).

Grande parte das enzimas apresenta sua atividade 6tima em uma faixa de 30 a
40°C, sendo que acima de 45°C pode ocorrer inicio da desnaturagcdo (Fennema, 1993).
Enquanto algumas enzimas perdem sua atividade catalitica a baixas temperaturas, outras
suportam, ao menos durante um curto periodo de tempo, um intenso tratamento térmico
(Belitz e Grosch, 1997).

Os efeitos da elevacao da temperatura sobre as enzimas sao muito complexos. Por
exemplo, as temperaturas elevadas podem afetar os estados de dissociacdo dos grupos
funcionais envolvidos na reagao enzimatica, a afinidade da enzima por ativadores e outras
questdes secundarias, como a solubilidade do oxigénio, que pode ser um dos substratos
para a reagcao (Fennema, 1993).

Com o aumento da temperatura pode ocorrer, também, a desnaturacao da proteina
enzimatica, que consiste na perda irreversivel da conformacdo nativa, modificando a
estrutura terciaria e quaternaria da proteina globular. Desta forma, a enzima passa de uma
conformacédo ativa a uma conformacgao desprovida de atividade. As enzimas possuem uma
temperatura de resisténcia maxima a desnaturacdo. Entretanto, na desnaturagdo das
enzimas pelo calor a relagdo tempo/temperatura, ou seja, a duracdo e a intensidade do
tratamento térmico € de fundamental importancia. Os efeitos que se observam nas enzimas
apresentam papel relevante, uma pequena modificagdo da conformacao do centro ativo
pode conduzir a perda da atividade catalitica (Scriban, 1985; Belitz e Crosch, 1997).

Varios estudos foram realizados em relacdo a estabilidade térmica das oxidases
peroxidase e polifenoloxidase. A peroxidase é conhecida como uma enzima termoestavel,
que pode ter sua atividade regenerada apos tratamento térmico (Fatibello-Filho e Vieira,
2002). Em contraste ao fato da atividade da maioria das demais enzimas ser insignificante
apos tratamento a 80°C, as peroxidases toleram temperaturas de até 130°C durante varios
minutos (Cox, 1987).

Entretanto, Fujita et al. (1995) observaram que somente cerca de 50% da atividade
de peroxidase purificada de repolho permanece ativa apds tratamento térmico de 70°C por
10 min. Em 1997, Fuijita et al., investigando a atividade das isoenzimas, F-IA, F-IB e F-1l, da
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peroxidase purificada de repolho, observaram que apds tratamento a 69, 57 e 53°C, por 10

min, respectivamente, a atividade das enzimas manteve-se em 50% da atividade inicial.

A polifenoloxidase nao pertence ao grupo de enzimas estaveis a altas temperaturas.
Mesmo curtas exposicdes em temperaturas entre 70 e 90°C podem ser suficientes para
reduzir apreciavelmente a atividade desta enzima (Yemeniciog e Cemerog, 2003). Gomes e
Ledward (1996) observaram que para polifenoloxidases de extratos de cogumelos e batatas
e de tirosinase de cogumelos (Sigma), a exposicdo em temperatura de 60°C por 30 min é
suficiente para total inativagao.

Fujita et al. (1995), investigando a estabilidade da polifenoloxidase de repolho
exposta por 10 min em temperaturas de 20 a 100°C, observaram que cerca de 40% da
atividade se mantém apés tratamento a 100°C. Em 1997, Fuijita et al. constataram que a
atividade de trés isoenzimas da polifenoloxidase purificada de repolho, denominadas F-IA,
F-1B e F-ll, mantiveram 50% da atividade ap6s tratamento térmico de 83, 62 e 65°C por 10

minutos, respectivamente.

Ceni (2005), em estudo realizado com as enzimas peroxidase e polifenoloxidase do
extrato bruto de erva-mate, observou que a atividade das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase se mantém quando expostas a tratamento térmico de 20°C; o aumento do tempo
de exposicdo, em temperaturas de 40 e 60°C, provoca a diminuicdo da atividade da
polifenoloxidase; a inativagdo da polifenoloxidase ocorre somente apos tratamento térmico
de 80°C, enquanto que a peroxidase, apesar de ter sua atividade diminuida, no é inativada
em 80°C.

Em certos casos verifica-se que o efeito da temperatura fica mais intenso quando
associado a outro parametro, como por exemplo, a pressao. A estabilidade de enzimas em
fluidos supercriticos tem sido estudada no intervalo de 35 a 60°C. A maioria dos trabalhos
foi realizada em CO, supercritico nas proximidades do ponto critico (1,2 < Tc <2), onde o
fluido € altamente compressivel. Embora as enzimas sejam estaveis a altas temperaturas
em CO,, elas perdem atividade dependendo da taxa de despressurizacdo (Kashe et al.,
1988) e do conteudo de agua no sistema. Quanto maior o conteudo de agua, mais
significativa a perda de atividade.

Chen et al. (1992) realizaram experimentos com PPO de extrato purificado de
camardo, lagosta e batata. Um primeiro experimento foi realizado submetendo os extratos
ao tratamento térmico de 43°C por 30min, o que provocou perdas inferiores a 5% na
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atividade enzimatica das PPO. Um novo experimento foi realizado a temperatura de 43°C,
porém a uma pressao de 58 bar em CO, por 1 min, provocando uma perda de 98, 78 e 55%
na atividade enzimatica das PPO respectivamente.

Fricks et al. (2006) avaliaram o comportamento da atividade enzimatica de
peroxidase extrato purificado de rabanete processado com CO, (70,5-254,4 bar) em
temperaturas de 30-50°C. Os menores ganhos e, em algumas situagdes perda de atividade,
ocorreram nos experimentos em que a temperatura foi de 50°C.

Ao contrario do que aconteceu com as oxidases quando submetidas a combinagao
temperatura/pressédo, onde a perda ou um ganho inferior na atividade ocorreram com o
aumento da temperatura, no caso da lipase imobilizada Novozym 435 submetida a pressao
em propano e n-butano, os maiores incrementos na atividade ocorreram nas condigées

experimentais de maior temperatura, 75°C (Oliveira et al., 2006, a,b).

Uma das principais propriedades das enzimas suspensas em sistemas ndo aquosos
€ 0 aumento da estabilidade térmica da enzima relativamente ao meio aquoso. A agua
possui um papel importante na inativagdo enzimatica a alta temperatura. Acredita-se que a
altas temperaturas, a agua aumente a mobilidade das moléculas de proteina e isto aumente
a taxa de desnaturacao (Zaks e Klibanov,1986). Desta forma, é natural que a enzima exiba

maior termoestabilidade em meio ndo aquoso.

2.5.5. Efeito do pH

A atividade enzimatica é sensivel ao pH e em solugbes aquosas a dependéncia da
atividade com o pH reflete a ionizagao de varios residuos de aminoacidos que tém um papel
importante na catélise. Na literatura é demonstrado que enzimas de fontes vegetais
diferentes apresentam diferenciacdo de pH para a medida de atividade. Em estudos com
couve de bruxelas, Nagai e Suzuki (2003) constataram o pH 9,0 como étimo para atividade
e estabilidade da polifenoloxidase. Pérez-Gilabert e Garcia-Carmona (2000) investigaram o
efeito da variacdo de pH na atividade cresolase e catecolase de polifenoloxidase purificada
de beringela e constataram que atividade catecolase foi maior em pH de 5,0 a 7,5 e, quando
a medida de atividade foi realizada em tampao borato pH 9,0, a atividade foi inferior as
demais. Segundo Fuijita et al. (1995) a atividade cresolase de repolho foi maior em pH 7,5, e
para a medida de atividade de polifenoloxidase purificada, o pH 6timo ficou em 7,6.
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Gazaryan e Lagrimini (1996) isolaram uma peroxidase anidnica de tabaco que
apresentou atividade méaxima em pH 4,55. Segundo Fuijita et al. (1995) o pH 6timo para
peroxidase de repolho é 6,4. Ceni (2005) determinou o pH 9,0 como 6timo para atividade e
estabilidade da polifenoloxidase do extrato bruto da erva-mate, da mesma forma que o pH
4,0 foi reportado como 6timo para atividade e estabilidade da peroxidase do mesmo extrato.

Em meio ndo aquoso, enzimas mudam sua atividade se o pH do meio micro-aquoso
em volta dela for alterado. Presume-se que o CO, se dissolve na camada de hidratagéo
associada com a enzima, podendo mudar o pH local e afetar a atividade enzimatica. Chen et
al. (1992) estudaram o comportamento do pH quando realizaram estudos sobre o efeito da
pressao (sc-CO,) na atividade enzimatica da polifenoloxidase purificada de camarao, lagosta
e batata. O tratamento dessas PPOs sob pressao (sc-CO,) (58 atm) a 43°C por 1 min
provocou uma perda de 98% na atividade enzimatica original da PPO da lagosta, 78% para
0 camarao e 55% para a batata, provocando uma reduc¢ao no pH de 9,1 para 5,4, 6,5 para
4,8 e de 6,1 para 4,2, respectivamente.

Resultado similar foi apresentando anteriormente por Chen et al. (1999), quando o
extrato enzimatico de PPO de lagosta foi submetido a aquecimento a 43°C por 30min a
pressao atmosférica, tratamento que provocou uma perda na atividade enzimatica original
da PPO de 65% e resultou num pH de 5,3. Os autores deste estudo consideram que a
redugcdo no pH tenha sido provocada pela facilidade com que a arginina (aminoacido
presente nas proteinas) interage com o CO,, formando um complexo bicarbonato (Weder et
al., 1992).

2.6. ESTABILIDADE ENZIMATICA A BAIXA TEMPERATURA

Quando se pretende utilizar extratos enzimaticos brutos, um aspecto de fundamental
importdncia é o estabelecimento das condicdes de armazenamento dos mesmos. A
condicdo mais indicada é a que permite que a atividade enzimatica seja mantida com o
passar do tempo. As enzimas continuam ativas durante o processo de congelamento, porém
permanecem inativadas durante a conservacdo em temperaturas da ordem de —18°C,

reassumindo sua atividade quando ocorre o descongelamento (Cox, 1987).

Quando congeladas em temperaturas muito baixas, a atividade enzimatica cessa,

porém s6 uma quantidade muito pequena de enzimas sofre dano irreversivel por
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congelamento. Por outro lado, enzimas presentes em fontes vegetais, como a peroxidase,
mesmo quando inativadas por branqueamento podem ter a atividade enzimatica regenerada

durante o armazenamento (Belitz e Crosch, 1997).

Nagai e Suzuki (2003) purificaram polifenoloxidase de couve de bruxela e analisaram
o comportamento da enzima estocada a 4°C. A atividade manteve-se no 1° dia de
armazenagem e foi ativada no 2° e 4° dias. Porém, no 8° dia de estocagem ocorreu um
decréscimo na atividade, sendo que no 14°dia somente cerca de 20% da atividade inicial foi
observada.

Vieira et al. (2003) avaliaram a estabilidade de extratos brutos de abobrinha,
rabanete, batata doce e nabo, com adigdo de PVP, armazenados em refrigerador a 4°C.
Constataram que, com 80 dias de armazenamento, a atividade de peroxidase de todos os
extratos ndo foi inferior a 80% da atividade inicial.

Ceni (2005) avaliou a atividade da enzima polifenoloxidase e peroxidase do extrato
bruto enzimatico de erva-mate em trés condicbes de armazenamento (4, -4 e -80°C).
Quando armazenadas a 4°C, a polifenoloxidase e a peroxidase apresentaram uma
diminuicdo continua da atividade. A atividade da peroxidase armazenada em —4° e —80°C
diminuiu nos primeiros 9 dias de armazenamento. Apdés o 14° dia a enzima recuperou
gradativamente sua atividade, alcancando, apds 99 dias de armazenamento, cerca de 78%
de atividade residual. Ja a polifenoloxidase no armazenamento a —4 e —80°C, a enzima
apresentou comportamento bastante similar, sendo que os extratos mantiveram a atividade
apdés 99 e 149 dias de armazenamento, respectivamente. Para ambas as enzimas, o
armazenamento em temperaturas de —4 e —80°C, além de semelhantes se mostraram

adequados, diferentemente do armazenamento a 4°C.

2.7. EFEITO DOS CICLOS DE PRESSAO SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

Alguns autores sugerem que a inativagdo enzimatica a alta pressdo pode ser
incrementada mediante aplicagdo de ciclos de pressdo. Trata-se da aplicagdo sucessiva de
pressao, produzindo uma maior inativagdo enzimatica e uma menor atividade residual que a
obtida apos a aplicagdo de um processo sob pressao continuo durante um mesmo tempo
total de tratamento (Hendrickx et al., 1998; Basak e Ramaswamy, 1996).
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Steinberger et al. (1999) relataram que ap6s 15 passos de despressurizacdo a
atividade da esterase (EP10) e da lipase (Aspergillus niger) a 35°C e 150 bar em CO,,
manteve-se praticamente inalterada. Habulin et al. (2005) submeteram a proteinase de
Carica papaya por 1h a 300 bar e 50°C e, apdés 30 passos de despressurizagao,
demonstraram ter ocorrido perda de até 50% na atividade enzimatica.

Oliveira et al. (2006, a,b) relataram que a atividade da lipase imobilizada Novozym
435 apresentou perda de 10% na atividade quando submetida a CO, pressurizado apos 5
ciclos de pressao/despressurizagdo e manteve-se inalterada no caso do emprego dos
solventes propano e n-butano pressurizados.

2.8. CONSIDERAGOES FINAIS

A revisdo da literatura aponta que a quase totalidade da erva-mate produzida no
Brasil é destinada a fabricagdo do produto chimarrdo. Aliado a este fato, o excesso da
matéria-prima no mercado nacional resultante da entrada de erva-mate a partir da
Argentina, com precos competitivos, tem motivado a busca por novas aplicagbes para a
erva-mate. Esta importante matéria-prima no contexto sécio-econdmico e cultural para a
Regido Sul do Brasil e em particular para o Rio Grande do Sul apresenta em sua
composicao enzimas oxidativas: a peroxidase e a polifenoloxidase. A literatura aponta
também que existe uma caréncia muito grande a respeito de estudos que foquem tais
enzimas. Na verdade, exceto pelo trabalho de Ceni (2005) que avaliou condigdes 6timas de
extragdo e estabilidade de tais complexos enzimaticos da erva-mate, a literatura é muito
restrita neste tépico.

Por outro lado, a literatura indica que o emprego de fluidos pressurizados sub ou
supercriticos na area da biotecnologia, mais especificamente em tecnologia enzimética, é
assunto de intensa exploragao cientifica durante a ultima década. Tais estudos tém distintos
objetivos: muitos deles buscam o emprego de fluidos pressurizados, principalmente aqueles
no estado supercritico, como meio reacional alternativo para reagbes enzimaticas,
explorando propriedades singulares de tais fluidos. Outros trabalhos objetivam o emprego
de fluidos pressurizados para a inativagdo de complexos enzimaticos que causam danos a
alimentos e farmacos, principalmente durante a etapa de armazenamento. Em anos
recentes, busca-se também o incremento da atividade e estabilidade de complexos

enzimaticos pelo processamento com fluidos pressurizados.
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A revisao bibliografica revelou que boa parte dos estudos refere-se a aplicacdo de
pressao hidrostatica sobre complexos enzimaticos. Via de regra a pressao aplicada em tais
estudos é bastante elevada, chegando a ordem de 10000bar. Quando se trata da
compressao de gases em condicoes ambientes, a literatura aponta que lipases sao as
enzimas mais investigadas, onde a grande parte dos estudos foca 0 emprego de enzimas
comerciais imobilizadas ou ndo. Recentemente, alguns estudos estdo disponiveis com
lipases ndo comerciais de origem animal, vegetal e microbiana. No que tange ao estudo de
enzimas oxidativas o quadro € bastante diverso. Alguns poucos trabalhos foram conduzidos
sobre a influéncia do processamento com di6xido de carbono empregando peroxidases e
polifenoloxidases purificadas. Os resultados sao bastante distintos dependendo da origem
das enzimas (animal ou vegetal). Em se tratando de extratos enzimaticos brutos de
peroxidases e/ou polifenoloxidases, apenas o trabalho de Fricks et al. (2006) reporta um
estudo com um extrato de pré-purificado de rabanete. Em tal estudo, os resultados em
relacdo a peroxidase sao bastante animadores no que tange ao incremento da atividade do

complexo enzimatico.

Ha de se ressaltar também que a literatura é bastante escassa no que se refere a
investigacdo de trés aspectos do processamento de complexos enzimaticos com fluidos
pressurizados (gases em condi¢cées ambientes): o primeiro deles diz respeito ao estudo da
especificidade do complexo enzimético apds o tratamento a alta presséo, fato este que pode
abrir novas portas em catalise enzimatica. O segundo aspecto esta relacionado ao efeito de
repetidas submissées do complexo enzimatico ao fluido pressurizado, fato este de
fundamental relevancia quando se vislumbra a aplicacdo de tais complexos em processos
continuos. O terceiro aspecto diz respeito a estabilidade do complexo enzimatico apés o
processamento com o fluido comprimido, fato este importante quando se vislumbra o

armazenamento/estocagem do complexo para posterior utilizagao.

Assim sendo, quando se considera a necessidade de novos estudos referentes a
erva-mate, o pouco conhecimento sobre as enzimas POD e PPO da erva-mate, a atualidade
e relevancia do estudo de meios enzimaticos em fluidos comprimidos e a lacuna existente
no que concerne ao comportamento da atividade e estabilidade enzimatica da peroxidase e
da polifenoloxidase do extrato enzimatico bruto de erva-mate frente a um fluido
pressurizado, justifica-se a realizagdo do presente trabalho. Busca-se com este estudo
contribuir para o espectro da literatura especifica da area, investigando a influéncia de
varidveis operacionais sobre a atividade e estabilidade de tais enzimas da erva-mate
qguando submetidas ao processamento em CO, comprimido.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritas as metodologias empregadas na obtencdo do extrato
bruto enzimatico de erva-mate, medida de atividade enzimatica da peroxidase e da
polifenoloxidase, a avaliagdo da atividade e especificidade enzimatica das referidas
enzimas, estabilidade a baixa temperatura e influéncia do nimero de ciclos de pressdo no

extrato bruto enzimatico apds submetido ao CO, pressurizado.

3.1. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO

A literatura é abundante no que tange a obtengdo de extratos enzimaticos brutos.
Para oxidases, Fatibello-Filho e Vieira (2002) sugerem um método simples, rapido e
eficiente, e que, segundo os autores, mantém a atividade enzimatica no extrato por longos
periodos para a enzima peroxidase. O principio do método € utilizado por varios autores
para a extragdo de peroxidase e polifenoloxidase de fontes vegetais (Ohya et al., 1997;
Broothaerts et al., 2000; Duarte-Vazquez et al., 2000; Pérez-Gilabert e Carmona, 2000; Sojo
et al., 2000; Gomes et al., 2001; Martinez-Parra e Mufioz, 2001).

Como descrito na literatura (Andersen e Sowers, 1968; Loomis e Battaile, 1966), a
tendéncia de escurecimento dos tecidos vegetais estd relacionada a presenca de
polifenoloxidase ou peroxidase, juntamente com os substratos naturais presentes nesses
tecidos. Este processo e mais a oxidacao promovida pelo oxigénio do ar sdo os
responsaveis pelo decréscimo da atividade enzimdtica nos extratos brutos. Com o objetivo
de minimizar esses efeitos e contribuir para a estabilidade das enzimas de erva-mate em
extrato bruto emprega-se, no processo de obtengcao do extrato bruto, a polivinilpirrolidona
(PVP) (Fatibello-Filho e Vieira, 2002).

As folhas de erva-mate utilizadas como matéria-prima para a obtengdo do extrato
bruto enzimatico de PPO e PDO (llex paraguariensis St Hill) foram obtidas na granja
experimental da URI — Campus de Erechim. Foram selecionadas amostras de plantas
expostas ao sol, sem nenhum tipo de adubagéo. A coleta das folhas foi conduzida a partir de
diferentes locais de plantas — terco superior, médio e inferior — sendo realizadas em dias

sem chuva.
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Na Tabela 3.1 sdo apresentados os reagentes quimicos utilizados para a extragao e
medida da atividade das enzimas, sendo indicadas algumas caracteristicas dos produtos e
suas procedéncias.

Tabela 3.1. Reagentes quimicos empregados na extracdo e medida de atividade de
oxidases de erva-mate.

Reagente quimico Caracteristica Procedéncia
Fosfato de sédio dibasico heptaidratado - Synth
Polivinilpirrolidona — K90 (PVP-K90) Massa molecular 360.000 Fluka
Tween 80 n°® de hidroxilas 65-80 Vetec
Guaiacol Pureza 98% Reagen
Peréxido de hidrogénio Solucao a 30% p/p Reagen
Pirocatecol Pureza 99% Fluka
4-metil fenol (p-cresol) Pureza 99% Merck
Alcool etilico PA Pureza 99% Merck

Os principais equipamentos utilizados na extragao de oxidases obtidas de erva-mate
foram liquidificador doméstico (Walita), centrifuga (Nova Técnica NT815), congelador
doméstico com temperaturas de —4°C (Freezer Frost Free 270 - Brastemp).

Para a extracdo das oxidases, as folhas in natura de erva-mate foram
homogeneizadas em um liquidificador com 90 mL de tampéo fosfato de sédio 0,05M, onde
foram previamente adicionados 3% (p/p) de PVP. O homogenato foi filtrado em quatro
camadas de gaze e centrifugado a 11000xg (8400 rpm), em temperatura de 4°C. A solugéo
sobrenadante foi utilizada nas determinagdes de atividade de peroxidase e polifenoloxidase.
As amostras foram mantidas em banho de gelo durante todo o processo e posteriormente
armazenadas em freezer a -4°C (Ceni, 2005).

3.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

As medidas de atividade enzimatica foram realizadas em espectrofotémetro
UV/Visivel (Agilent Technologies 8453).
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3.2.1. Determinacao da atividade enzimatica da peroxidase (POD)

A atividade peroxidasica do extrato bruto de erva mate (obtido como descrito
anteriormente) foi determinada espectrofotometricamente em absorbancia de 470 nm na
reacdo do tetraguaiacol. Para cada reagdo foram utilizados 50, 75 e 100 pyL do extrato
enzimatico bruto, 100 pL de solucdo de guaiacol 0,1 M preparada em solucao de Tween 80
0,1%, 100 uL de solugao de peréxido de hidrogénio 0,02 M e tampao fosfato de sddio 0,05M
pH 4,0 para completar volume de 3 mL. Uma unidade (U) de POD foi definida como a
quantidade de enzima necessaéria para produzir 1umol de tetraguaiacol a partir de guaiacol,
na condi¢ao padrao (Ceni, 2005).

3.2.2 Determinacao da atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO)

Atividade catecolase: a determinagao da atividade catecolase do extrato bruto da erva mate

(obtido como descrito anteriormente) foi realizada espectrofotometricamente em
absorbancia de 420 nm na reacao de oxidacao do pirocatecol. A atividade foi determinada
em uma mistura reacional contendo 50, 75 e 100 uL de extrato enzimatico bruto, 100 uL de
solucao de pirocatecol 0,1 M preparada em solucao de Tween 80 0,1% e tampao fosfato de
sédio 0,05M pH 9,0 para completar volume de 3 mL. Uma unidade (U) de catecolase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1umol de o-quinona a partir
de pirocatecol, na condicao padrao (Ceni, 2005).

Atividade cresolase: a determinacdo da atividade cresolase do extrato bruto da erva mate

(obtido como descrito anteriormente) foi realizada espectrofotometricamente em
absorbancia de 400 nm na reacao de oxidagao do p-fenol. A atividade foi determinada em
uma mistura reacional contendo 50, 75 e 100 pyL de extrato enzimatico bruto, 100 pL de
solucao de p-cresol 0,1 M preparada em alcool e tampao fosfato de sédio 0,05M pH 7,0 para
completar volume de 3 mL. Uma unidade (U) de cresolase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1Tumol de catecol a partir de p-fenol, na condicdo padrao
(Sharma et al., 2001).
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3.3. TRATAMENTO DO EXTRATO ENZIMATICO EM CO, PRESSURIZADO

Para verificar o efeito do tratamento com diéxido de carbono pressurizado (CO.,)
sobre a atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase, foram avaliados os efeitos
da temperatura, tempo de exposicdo, pressdao e taxa de despressurizagdo em CO,
pressurizado. O intervalo de estudo para cada variavel investigada foi determinado com
base em trabalhos da literatura (Fricks et al., 2006).

Para verificar o efeito da temperatura, experimentos preliminares indicaram que
temperaturas em torno de 30°C conduziam a melhores resultados. Desta forma, buscou-se
avaliar este efeito em temperaturas proximas ao ponto critico do diéxido de carbono,
considerando a faixa de temperatura de atividade das enzimas. O efeito da densidade foi
avaliado em torno da densidade critica do CO,. A pressado resultante desta faixa de
densidade é a faixa de pressdo comumente empregada em processos que empregam
diéxido de carbono como solvente (70 a 250 bar). Em relacao ao tempo de reacéo, trabalhos
da literatura investigando a cinética de reag¢des enzimaticas em meio supercritico indicaram
gue o maximo de conversao é altamente variante, dependendo do sistema sob investigacéao
(Oliveira, 1999), mas que, em geral, encontra-se entre 1 e 6 horas, intervalo de estudo entao
avaliado neste trabalho. O efeito da taxa de despressurizagédo foi avaliado em dois niveis,
com despresssurizagao rapida e lenta. Para tal foi tomado como base os trabalhos de Lanza
et al. (2004) e Fricks et al. (2006). Com o intuito de estabelecer a taxa de despressurizagao,
a pressao do sistema foi calculada em fungéo da densidade e temperatura com auxilio da
equacao de Angus et al. (1976). Desta forma, para cada taxa de despressurizagao foi
estabelecida a pressdo do sistema em tempos pré-determinados durante a
despressurizacao do sistema.

As condi¢cdes experimentais foram determinadas atravées de um planejamento
experimental semifatorial, onde as variaveis independentes foram normalizadas no intervalo
de —1 a +1. A Tabela 3.2 apresenta a matriz experimental (contemplando as variaveis reais
e codificadas) utilizada para o estudo do comportamento da atividade enzimatica da PDO e
PPO em diéxido de carbono pressurizado.



Capitulo 3 Metodologia 51

Tabela 3.2. Matriz experimental para o estudo do comportamento da atividade enzimatica da
peroxidase e da polifenoloxidase em CO, pressurizado.

Pressdo Temperatura Tempo de Densidade Taxa de
Condicdo (P) (T) Exposicéo Reduzida (DR) Despressurizagio
experimental  [bar] [°C] ) [h] [gfem’] (TD) [Kg/m*/min”"]

1 70,5 30(-1) 1(-1) 0,60(-1) 10(-1)

2 142,3 30(-1) 1(-1) 1,80(1) 200(1)

3 142,3 30(-1) 6(1) 1,80(1) 10(-1)

4 70,5 30(-1) 6(1) 0,60(-1) 200(1)

5 254.4 50(1) 1(-1) 1,80(1) 10(-1)

6 89,2 50(1) 1(-1) 0,60(-1) 200(1)

7 89,2 50(1) 6(1) 0,60(-1) 10(-1)

8 254,3 50(1) 6(1) 1,80(1) 200(1)

9 93,4 40(0) 3,5(0) 1,20(0) 105(0)

Para verificar o efeito das varidveis nas faixas investigadas foi efetuada a medida da
atividade enzimatica (U/mL) do concentrado protéico antes e apds o processamento sob
pressao, quantificando-se ao final a perda ou ganho na atividade enzimatica da peroxidase e
da polifenoloxidase e a atividade residual de cada enzima, calculadas através das
expressdes abaixo:

Atividade — Atividade

apobs pressurizacdo

Atividade

antes da pressurizagao (3 1 )

Perda ou ganho (%) =100

antes da pressurizagao

. . AtIVIdade apobs pressurizacéo
Atividade residual (%) =100—— (3.2)
Atividade

antes da pressurizagao
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3.3.1 Aparato experimental

O extrato bruto enzimatico foi submetido ao processamento com CO, comprimido em
uma unidade experimental montada no Laboratério de Termodinamica da URI — Campus de
Erechim-RS. A unidade consiste basicamente de um cilindro de CO,, dois banhos
termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressao (ISCO 260D), um reator em ago
inoxidavel (volume total de aproximadamente 75mL) e um transdutor de pressdo (Smar
LD301) equipado com um indicador (Smar HT201), conforme esquematizado na Figura 3.1.
A Figura 3.2 apresenta uma vista geral e detalhes da unidade experimental utilizada nos

experimentos.

- —

Figura 3.1. Aparato Experimental - A unidade experimental consiste de: cilindro de CO, (A),
banhos termostaticos (B), bomba seringa de alta pressao (C), reator (D), transdutor de
pressao (E), indicador de pressao (F), valvula micrométrica para despressurizagao (G).
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Figura 3.2. Unidade experimental para processamento em CO, pressurizado do extrato

bruto enziméatico de erva-mate.

3.3.2. Procedimento experimental

Para cada corrida experimental carregava-se o reator com aproximadamente 5mL do
concentrado protéico com auxilio de uma seringa. Em seguida, conectava-se o reator a
unidade. Durante este periodo o banho de aquecimento do reator era ligado para estabilizar
a temperatura no valor desejado em cada condicdo experimental. Uma vez atingida a
temperatura, o reator era mergulhado no banho e, com auxilio da bomba de seringa,
pressurizava-se o sistema com diéxido de carbono até a condigdo experimental selecionada.
E importante salientar que a entrada do reator era conectada & linha (transdutor de pressédo
+ bomba de seringa) por uma tubulacédo de 1/16” e que parte desta tubulacédo era também
inserida no banho termostatizado. Desta forma, estima-se que o diéxido de carbono ao
entrar no reator estava bem préximo da temperatura de operacao. O tempo necessario para
o alcance da pressao de operacgao e estabilizacdo do fluxo na bomba de seringa para todas
as condigdes experimentais girava em torno de 5 minutos. Uma vez estabilizado o sistema,

era iniciada a contagem do tempo de exposicao ao fluido pressurizado.

Depois de decorrido o tempo estabelecido no planejamento experimental para a
condicdo sob analise, prosseguia-se com a despressurizacdo. A despressurizagdo do
sistema era realizada em duas etapas: da pressao de operagdo até cerca de 70 bar, o
decréscimo da pressao era realizado com auxilio da bomba de seringa (onde rampas de
decréscimo da pressao eram programadas de acordo com a taxa desejada). Uma vez que a
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pressao alcancava 70bar, o funcionamento da bomba era interrompido e a despressurizacao
era efetuada através da abertura da valvula micrométrica que era envolvida por uma fita de
aquecimento (Fisaton) a fim de evitar o resfriamento excessivo. Feito isto, o extrato era
removido do reator e a atividade enzimatica era determinada com o concentrado protéico
resultante. Na saida do reator era inserido um filtro de nylon para evitar a remogao do
extrato proteico. Testes preliminares indicaram que a diferengca entre o volume do
concentrado protéico antes e depois do processamento com diéxido de carbono era
desprezivel. Dependendo da condigao experimental, os experimentos eram relativamente
rapidos (cerca de 5 horas entre a obtencdo do extrato, pressurizagdo, experimento
propriamente dito, despressurizacdo e medida da atividade) ou em outras situagcdes bem
lentas (cerca de 12 horas para contemplar todas as etapas). Todas as condi¢coes

experimentais foram realizadas em duplicata.

A influéncia das variaveis de processamento sobre a atividade enzimatica da PDO e
PPO foi analisada empregando modelos estatisticos. Para tal, os parametros relativos as
variaveis principais e algumas interagdes binarias foram estimados minimizando uma fung¢éo
objetivo de minimos quadrados, ponderando cada ponto por seu erro experimental. Os
parametros ndo significativos de acordo com o teste t de Student empregando 95% de
confianca foram descartados. A analise dos efeitos das variaveis foi conduzida com auxilio
do software Statistica® 5.0.

3.3.3. Estabilidade do extrato bruto enzimatico a baixa temperatura

Quando se pretende utilizar extratos enzimaticos brutos, um ponto de fundamental
importancia é a sua atividade enzimatica frente ao tempo de armazenamento. Segundo Ceni
(2005), o armazenamento das oxidases em temperaturas de —4 e —80°C nao diferem entre si
e apresentam diferenga significativa quando comparados ao armazenamento a 4°C. Neste
sentido, esta etapa do trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento frente ao
armazenamento do extrato enzimatico de erva-mate processado com diéxido de carbono
comprimido, investigando a atividade enzimética do extrato bruto armazenado a temperatura
de -4°C. Para tal foi utilizado o extrato enzimatico em uma condicdo experimental que
forneceu os resultados mais promissores no que tange ao ganho e/ou perda da atividade

das enzimas.
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Para o acompanhamento da atividade das enzimas submetidas ao CO, comprimido,
primeiramente foi obtido o extrato bruto enzimatico de erva-mate, conforme descrito no item
3.1 deste Capitulo. Ap6s submetido ao processamento com CO,, o extrato bruto enzimatico
foi dividido em 10 fragbes e armazenadas em freezer a -4°C. A atividade foi determinada
durante 100 dias de armazenamento, apés 1, 3, 7, 15, 21, 30, 45, 60 e 100 dias do

processamento.

3.3.4. Efeito dos ciclos de pressao na atividade do extrato bruto enzimatico

Da mesma forma que € importante conhecer a estabilidade enzimatica dos extratos
brutos, é também de fundamental importancia saber qual o comportamento da atividade
enzimatica frente a utilizacdo do extrato enzimatico por varios ciclos de pressao. Da mesma
forma que para o estudo da estabilidade ao armazenamento, foi utilizado o extrato
enzimatico de uma condigao experimental que forneceu os resultados mais promissores no
gue tange ao ganho e/ou perda da atividade das enzimas.

Neste sentido, o objetivo desta etapa foi verificar o comportamento da atividade
enzimatica do extrato bruto apds ter sido submetido a nove ciclos subsequentes de pressao.
O extrato bruto enzimético de erva-mate foi obtido conforme descrito no item 3.1 deste
Capitulo e submetido ao processamento em CO, pressurizado. Apds cada etapa de
pressao/despressurizagao, retirava-se uma amostra do extrato bruto do interior da célula e
realizava-se a medida de atividade enzimatica conforme descrito no item 3.2 deste Capitulo.
O procedimento de pressurizacao/despressurizacao foi repetido sucessivamente até

completar nove ciclos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas etapas
desenvolvidas no trabalho, envolvendo a avaliagdo da atividade e estabilidade da
peroxidase e polifenoloxidase do extrato bruto de erva-mate, quando o mesmo foi submetido
ao processamento com CO, pressurizado. No final do capitulo um estudo a respeito da
submissao do extrato a repetidos ciclos de pressao é também apresentado. Primeiramente
serdo expostos alguns testes preliminares realizados que permitiram definir os parametros a

serem avaliados nas etapas citadas anteriormente.

4.1. RESULTADOS PRELIMINARES

4.1.1. Avaliacao da especificidade da polifenoloxidase do extrato enzimatico de erva-

mate

Como apresentado no capitulo anterior, as condicdes de extragcdo e medida de
atividade para as enzimas peroxidase e polifenoloxidase do extrato bruto enzimatico de
erva-mate utilizada na execucdo deste trabalho foram aquelas determinadas por Ceni
(2005). Naquele trabalho, a medida de atividade enzimatica da polifenoloxidase foi
determinada em relacdo a atividade catecolase. Como evidenciado na revisado da literatura,
a polifenoloxidase é um complexo protéico bifuncional que catalisa duas diferentes reagoes:
atividade cresolase (hidroxilagdo de monofenol para o-difenol) e atividade catecolase
(oxidagdo de o-difenol para o-quinona). Buscando investigar o tipo de atividade da
polifenoloxidase predominante no extrato da erva-mate, bem como uma possivel mudanca
na especificidade da polifenoloxidase com o processamento com CO, comprimido, ensaios
preliminares foram realizados a fim de investigar a atividade cresolase da polifenoloxidase

do extrato bruto enzimatico de erva-mate.

De acordo com o procedimento descrito no item 3.2 do Capitulo 3, foi realizada a
medida da atividade cresolase no extrato bruto enzimatico de erva-mate, antes e depois de
submetido a pressao em CO, comprimido e, para ambos 0s casos, 0 extrato nao apresentou
atividade cresolase. Como o protocolo de medida de atividade catecolase aplicado neste
estudo foi determinado para manga (Sharma, 2001), foram realizados experimentos
alterando o pH de medida de 7,0 para 9,0, que foi o pH 6timo para determinagao da
catecolase (Ceni, 2005), bem como uma varredura no comprimento de onda de medida da
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atividade, porém o extrato bruto enzimatico de erva-mate continuou ndo apresentando
atividade cresolase. Perez-Gilabert e Carmona (2000) descrevem a atividade cresolase e
catecolase de beringela parcialmente purificada. Haghbeen e Wue Tan (2003) estudaram a
atividade cresolase e catecolase de cogumelo em diferentes substratos sintéticos e naturais
e Sharma et al. (2001) estudaram a atividade cresolase e catecolase em extratos de manga.
Em geral, tais estudos relataram uma baixa atividade e estabilidade da cresolase.
Trabalhando com extratos enzimaticos de uva, alguns autores atribuem esta baixa atividade
da cresolase ao seu periodo lag, onde a maior instabilidade e perda rapida da fase de
atividade ocorrem na extracdo (Wisseman e Lee, 1980; Nakamura et al., 1983 e Sharma et
al.,, 1994). Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que a atividade cresolase do
extrato enzimatico bruto de erva-mate é desprezivel. Como ressaltado, o extrato bruto de
erva-mate processado com dioxido carbono comprimido também nado apresentou atividade
cresolase e, desta forma, definiu-se, para o estudo da atividade polifenoloxidase do extrato
em CO, pressurizado, avaliar somente a atividade catecolase.

4.1.2. Avaliacao do efeito da temperatura na atividade da POD e PPO do extrato bruto
enzimatico de erva-mate em CO, comprimido

Os resultados reportados por Fricks et al. (2006) para o estudo no que diz respeito ao
incremento na atividade da peroxidase de rabanete, indicaram que a temperatura de 30°C
era a mais favoravel dentro da faixa investigada (30-50°C). Ensaios preliminares foram
conduzidos no sentido de avaliar temperaturas abaixo do limite inferior estudado por Fricks e
colaboradores. Para cada uma das condigdes experimentais foram obtidos
aproximadamente 40,0mL de extrato bruto enzimatico, conforme metodologia descrita no
item 3.1 do Capitulo 3. Para a realizagdo dos experimentos o extrato bruto enzimatico foi
descongelado, submetido ao processamento com pressdao em CO, comprimido, conforme
item 3.3 do Capitulo 3, e a atividade enzimatica antes e ap6s o tratamento sob pressao foi
medida conforme item 3.2 do Capitulo 3.

A Tabela 4.1 apresenta os resultados referentes ao efeito do processamento sob
pressdo em CO, comprimido sobre a atividade enzimatica da peroxidase e polifenoloxidase
do extrato bruto de erva-mate em temperaturas de 20 e 25°C. Os valores apresentados sao
referentes a atividade inicial (antes do processamento sob presséo), atividade final (apds
processamento sob pressdo), que representa a média das aliquotas medidas (50, 75 e

100uL); a perda ou ganho na atividade da peroxidase do extrato bruto de erva-mate
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submetido a pressao em CO, comprimido; juntamente com a incerteza neste valor avaliado

pelo desvio padrao das duas duplicatas auténticas.

Conforme demonstrado na Tabela 4.1, as condigcbes experimentais de temperatura e
pressao estudadas estdo abaixo do ponto critico do CO,, condi¢cdes estas que permitem que
o CO, comprimido se apresente em duas fases, gas e liquido, o que dificulta sobremaneira o
controle da pressao/densidade do fluido durante a despressurizagdo. Observa-se que
quanto menor a temperatura, maior é a perda da atividade para ambas as enzimas. Por
outro lado, quanto mais distante do ponto critico do didéxido de carbono mais ampla € a faixa
na regiao de liquido-vapor do solvente durante a despressurizagao. Desta forma, pode ser
especulado que durante a despressurizagdo em temperaturas menores do que Tc, algum
outro tipo de mecanismo pode estar agindo, onde um borbulhamento do CO, liquido para
vapor dentro do reator pode estar inferindo diretamente na atividade das enzimas. Na
temperatura de 30°C, o sistema atravessa muito rapidamente a regido de duas fases
durante a despressurizagao e, neste sentido, o efeito acima seria minimizado. Assim sendo,
o intervalo de estudo da variavel temperatura foi definido entre 30-50°C, intervalo aplicado
nos estudos posteriores.

Tabela 4.1. Atividade enzimdtica da peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO) do
extrato bruto de erva-mate submetida ao processamento em CO, comprimido a 20 e 25°C.

Exp. Pressdo Temperatura Tempo pr(DR) Taxa (TD) Ai Af Perda/
3

(P)foar]  (T) [*C] ® [h] [9/em™  [Kg/m®min"] (UML)  (U/mL) ganho (%)

POD 60,5 20 1 0,60 10 8,9 6,7 -22,9+1,8
5,2 4,1

POD 65,8 25 1 0,60 10 6,9 5,7 -15,0+2,4
7,3 6,4

PPO 60,5 20 1 0,60 10 302,1 102,9 -70,14,2
220,0 56,8

PPO 65,8 25 1 0,60 10 135,0 70,7 -51,6%44,0

115,7 514
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4.2. ATIVIDADE ENZIMATICA EM CO, PRESSURIZADO

Nesta etapa sdo apresentados os resultados obtidos para a atividade enzimatica da
peroxidase e polifenoloxidase submetidas ao processamento com CO, comprimido. Para
cada uma das nove condigdes experimentais foram obtidos aproximadamente 40,0mL de
extrato bruto enzimatico, conforme metodologia descrita no item 3.1 do Capitulo 3,
ressaltando que todos os experimentos foram realizados em duplicata, seguindo o
procedimento descrito no Capitulo 3.

Na Tabela 4.2 sdo apresentados os valores referentes a atividade inicial (antes do
processamento sob pressao), atividade final (apds processamento sob pressdo), que
representa a média das aliquotas medidas (50, 75 e 100uL); a perda ou ganho na atividade
da peroxidase do extrato bruto de erva-mate submetido a pressdo em CO, comprimido;
juntamente com a incerteza neste valor avaliado pelo desvio padrédo das duas duplicatas
auténticas.

As diferengas entre as atividades iniciais das duplicatas, observadas nesta tabela
sdo, de certa forma, comuns em se tratando de extratos brutos. Como citado anteriormente,
para cada uma das condi¢coes experimentais foi obtido um extrato bruto para ser avaliado
em CO, comprimido. Estas extrag6es seguiram um critério de coleta em relacdo a exposicao
das plantas ao sol, sem nenhum tipo de adubacéo, as folhas coletadas a partir de diferentes
locais de plantas e realizadas em dias sem chuva. Porém, a selecdo das folhas néo é
completamente homogénea, o que pode induzir a esta variacdo na atividade inicial para
cada extrato.

Para melhor visualizacao dos resultados, a Figura 4.1 expbe os dados referentes a
Tabela 4.2. Valores negativos referem-se a perda de atividade da enzima em relagéo aquela
apresentada pelo extrato bruto antes de ser submetido ao processamento com diéxido de
carbono comprimido, enquanto que valores positivos referem-se ao incremento na atividade

da enzima, de acordo com a expressao apresentada na equagao 3.1.
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Tabela 4.2. Atividade enzimatica da peroxidase (POD) do extrato bruto de erva-mate
submetida ao processamento em CO, comprimido.

Exp Pressdo Temperatura Tempo pg(DR) Taxa (TD) Ai Af Perda/
(P)lbar] (M[C] () [N [g/em® [Kg/m®min"] (U/mL) (U/mL) ganho (%)
1A 70,5 30(-1) 1(-1)  0,60(-1) 10(-1) 3,5 4.4 25,2+0,6
1B 6,1 7,6
2A 1423 30(-1) 1(-1) 1,80(1) 200(1) 5,8 6,4 12,0+1,8
2B 5,8 6,6
3A 1423 30(-1) 6(1) 1,80(1) 10(-1) 5,3 5,2 -1,610,4
3B 49 4.8
4A 70,5 30(-1) 6(1) 0,60(-1) 200(1) 7.1 7.3 1,0+1,8
4B 4.8 4.9
BA 2544 50(1) 1(-1) 1,80(1) 10(-1) 5,2 1,7 -66,3+1,1
5B 5,5 1,9
B6A 89,2 50(1) 1(-1)  0,60(-1) 200(1) 5,6 2,7 -54,1+2,3
6B 55 2,4
7A 89,2 50(1) 6(-1) 0,60(1) 10(-1) 6,1 0,0 -100
7B 3,8 0,0
8A 2544 50(1) 6(1) 1,80(1) 200(1) 4.0 0,0 -100
8B 4.8 0,0
9A 93,4 40(0) 3,5(0) 1,20(0) 105(0) 5,5 5,1 6,5+0,8
9B 3,5 3,3
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Peroxidase - POD
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Figura 4.1. Atividade enzimatica da peroxidase do extrato bruto de erva-mate submetido ao
processamento em CO, comprimido.
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Através dos resultados apresentados, pode-se observar que, na maioria das
condigdes experimentais, houve perda de atividade enzimatica da peroxidase quando a
enzima foi submetida ao CO, pressurizado. As maiores perdas (100%) ocorreram nos
experimentos 7 e 8, sendo a condicdo experimental 8 a que representa as condi¢coes de
maiores temperaturas (50°C), densidade reduzida (1,80), tempo de exposi¢do (6h), taxa de
despressurizagdo (200 kgm™>min™) e pressdo (254,4 bar). Porém, em trés das condicdes
experimentais (1, 2 e 4), verificou-se um incremento na atividade. No experimento 1, que
representa as condicdes inferiores de temperatura (30°C), densidade reduzida (0,60), tempo
de exposicao (1h), taxa de despressurizagdo (10 kgm™>min™) e pressao (70,5 bar), ocorreu
um incremento de 25,2% na atividade da peroxidase.

Resultados similares foram relatados por Fricks et al. (2006), que observaram um
incremento de 115% na atividade da peroxidase do extrato precipitado de rabanete
(Raphanus sativus L.) ap6s tratamento em CO, comprimido a 30°C por 1h com 70,5 bar de
pressdo e taxa de despressurizacdo de 10 kgm™min™ . Em outra condicdo experimental
houve uma perda na atividade de 89,5% a 50°C por 6h com 254,4 bar de pressao e taxa de
despressurizagdo de 200 kgm®min'. Em comparacdo com este trabalho, ambas
peroxidases apresentaram comportamento similar frente ao processamento em CO,
comprimido; porém, cabe ainda ressaltar que tratam-se de extratos diferentes: um complexo
enzimatico constituido pelas enzimas peroxidase e polifenoloxidase proveniente de um
extrato bruto de erva-mate, enquanto o outro é um extrato pré-purificado de rabanete
constituido apenas de peroxidase.

Para avaliar o efeito das variaveis investigadas sobre a alteragdo da atividade da
peroxidase do extrato de erva-mate, foi empregado um modelo empirico com auxilio do
software Statistica 5.0. Os parametros do modelo foram estimados minimizando uma fungéao
objetivo baseada no método dos minimos quadrados. A significancia dos parametros foi
avaliada adotando-se um nivel de confianga de 95%. Os resultados obtidos nesta etapa séao
apresentados na Tabela 4.3.

Através da andlise dos efeitos apresentados na Tabela 4.3, verifica-se que em média,
dentro da faixa investigada, as principais variaveis significativas apresentaram efeito
negativo na atividade da peroxidase. Também, os resultados indicaram que efeitos de
interacao estdo presentes no processo. Dentre as variaveis investigadas, a temperatura

apresentou efeito mais pronunciado.
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Tabela 4.3. Resultados da regressao relacionados a atividade enzimdtica da peroxidase
submetida ao processamento em CO, comprimido.

Modelo = a0 + a1*T + a2*t + a3*DR + a4*TD*DR + a5*t*DR + a6*(termo quadratico)

R =0,999

Paréametros
a0 al a2 a3 a4 ad a6
Estimativa  -6,70 -44,62  -14,67 -3,50 -5,22 2,85 -28,78
Erro 0,98 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 1,04
P 0,02 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 0,01 0,01

Uma possivel explicacdo para a estabilizacdo da POD a pressao contra a inativagao
por calor estd na habilidade dos grupos funcionais da proteina em interagir com a agua.
Rupley et al. (1983) descrevem a importancia da agua na estrutura, funcéo e estabilidade da
proteina. Na presenca de agua, as ligagdes nao covalentes sao fortalecidas pela pressao e
desfavorecidas pela alta temperatura. Este aspecto pode explicar o incremento da atividade
da peroxidase a alta pressao em temperaturas baixas. Para melhor descrever a importancia
da agua contida nas enzimas, Fricks et al. (2006) relatam o comportamento da peroxidase
de rabanete purificada quando liofilizada antes de submetida ao tratamento em CO,
comprimido. A prépria liofilizagdo j& provoca uma reducdo na atividade inicial da peroxidase
e apos processamento sob pressao a 30°C por 1h com 70,5 bar de pressao, o extrato que
foi previamente liofilizado por 12 h perde 58,4% da atividade e 85,1% quando liofilizado por
24h, ao contrario do que ocorreu com a atividade do extrato original, onde a atividade
apresentou um incremento de 112%. Também € importante ressaltar que como o diéxido de
carbono é um solvente que ndo apresenta alta afinidade com a agua, é provavel que o fluido

nao forme uma fase Unica com o concentrado protéico.

O mesmo tratamento dado a peroxidase foi aplicado a polifenoloxidase, de forma que
na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores referentes a atividade inicial (antes do
processamento sob pressdo), atividade final (apds processamento sob pressdo), que
representam a média das alicotas medidas (50, 75 e 100uL); a perda ou ganho na atividade
enzimatica da polifenoloxidase do extrato bruto de erva-mate submetido & pressdo em CO,
comprimido; juntamente com a incerteza neste valor avaliado pelo desvio padrdo das duas
duplicatas auténticas. Para melhor visualizagdo dos resultados, apresenta-se a Figura 4.2. A
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exemplo da andlise da peroxidase, na Figura 4.2 e Tabela 4.4, valores negativos referem-se

a perda de atividade da enzima em valores percentuais.

Tabela 4.4 — Atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) do extrato bruto de erva-mate

submetido ao processamento em CO, comprimido.

Exp Presséo Temperatura Tempo  pr(DR) Taxa (TD) Ai Af Perda/
(P) [bar] (T) [C] (t) [h] [g/cm®  [Kg/m®min"] (U/mL) (U/mL) ganho (%)
1A 70,5 30(-1) 1(-1) 0,60(-1) 10(-1) 4278 1871 -447+10
1B 682,1 370,0
2A 1423 30(-1) 1(-1) 1,80(1) 200(1) 681,4 4243 -40,5+2,8
2B 420,0 237,9
3A 1423 30(-1) 6(1) 1,80(1) 10(-1) 700,0 310,0 -56,7%0,9
3B 545,7 231,4
4A 70,5 30(-1) 6(1) 0,60(-1) 200(1) 871,4 320,0 -66,3%+3,0
4B 525,7 161,4
5A 2544 50(1) 1(-1) 1,80(1) 10(-1) 640,0 1543 -72,6%3,3
5B 490,0 151,4
6A 89,2 50(1) 1(-1) 0,60(-1) 200(1) 810,0 2571 -70,7+2,3
6B 285,7 77,14
7A 89,2 50(1) 6(1) 0,60(-1) 10(-1) 843,1 3729 -52,9+29
7B 518,6 259,9
8A 2544 50(1) 6(1) 1,80(1) 200(1) 679,3 212,1 -66,4124
8B 408,6 1471
9A 934 40(0) 3,5(0) 1,20(0) 105(0) 840,7 5271 -35,6%1,7
9B 392,1 2593
Atividade Enzimatica
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Figura 4.2. Atividade enzimatica da polifenoloxidase do extrato bruto de erva-mate

submetido ao processamento em CO, comprimido.
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Diferentemente da peroxidase, observa-se que a atividade enzimatica da
polifenoloxidase submetida ao processamento em CO, comprimido, em todas as condi¢des
experimentais apresentou perda em relagcdo ao seu valor original, sendo que as maiores
perdas ocorreram nos experimentos 5 e 6 (72,6% e 70,7%, respectivamente). As menores
perdas de atividade ocorreram nos experimentos 1, 2 e 9, que apresentaram perdas de
44.7%, 40,5% e 35,6%, respectivamente.

Resultados similares foram relatados por Chen et al. (1992), onde a PPO do extrato
purificado de camarao, lagosta e batata foi submetido ao processamento com CO, a 58 bar
com temperatura de 43°C por 1 min, o que provocou uma perda na atividade enzimatica em
relacao a original de 98, 78 e 55%, respectivamente. Todas as PPOs apresentaram perdas
ao serem processadas em CO, comprimido. Porém, cabe também ressaltar que os extratos
empregados sao de origens diferentes (animal e vegetal), o de erva-mate é extrato bruto de
um complexo enzimatico constituido pelas enzimas polifenoloxidase e peroxidase e os

demais séo extratos purificados.

Para avaliar o efeito das variaveis investigadas sobre a alteragdo da atividade da
polifenoloxidase do extrato de erva-mate, foi empregado um modelo empirico com auxilio do
software Statistica 5.0. Os parametros do modelo foram estimados minimizando uma fungéo
objetivo baseada no método dos minimos quadrados. A significancia dos parédmetros foi
avaliada adotando-se um nivel de confianga de 95%. Os resultados obtidos nesta etapa séao
apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Resultados da regressdo relacionados a atividade enziméatica da
polifenoloxidase submetida ao processamento em CO, comprimido.

Modelo = a0 + a1*T + a2*t + a3*TD + a4*T*DR + a5*T*t + a6*(quadratico)
R =0,998

Parametros
al aft a2 a3 a4 ab ab
Estimativa  -35,61 -6,80 -1,72 -2,12 -3,65 7,72 -23,24
Erro 1,06 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 1,70
P <0,01 <0,01 0,09 0,06 0,02 <0,01 <0,01

Dentro da faixa investigada, as principais variaveis apresentaram efeito negativo sobre
a atividade da polifenoloxidase, porém sem que haja preponderancia de alguma delas.
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Destaca-se o elevado valor do termo independente indicando que o processamento a alta
pressdo leva a perdas acentuadas na atividade da polifenoloxidase do extrato bruto da erva-
mate. Buscando avaliar o comportamento em relagéao a seletividade do complexo enzimatico
bruto, foi determinada uma relagdo entre a atividade peroxidasica e polifenoloxidasica
(POD/PPQO) no extrato bruto antes e depois de submetido ao CO, pressurizado. Tal relacdo
foi obtida com base nos resultados apresentados nas Tabelas 4.2 e 4.4 e é demonstrada na
Figura 4.3.

A andlise desta figura sugere uma mudanga na especificidade do extrato bruto
enzimatico de erva-mate. Mudanga essa que se torna mais acentuada em determinadas
condi¢des experimentais. Uma analise da Figura 4.3 indica que nos experimentos 7 € 8 0
extrato bruto da erva-mate apds processado em CO, comprimido apresenta somente
atividade em relagdo a polifenoloxidase, uma vez que a enzima peroxidase € inativada
nestas condigdes de processamento. Este resultado pode ser altamente relevante quando

se busca um extrato enzimatico com alta especificidade.

Seletividade do extrato bruto enzimatico de erva-mate

0,030
0,025 -
0,020 -
0,015 -
0,010 -
0,005 -
0,000

—&— Antes pressao

—8— Depois pressao

Relacao POD/PPO

0o 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Experimento

Figura 4.3.— Relacdo entre a atividade enzimatica POD/PPO antes e apds submetida ao
processamento em CO, comprimido.

4.2.1. pH dos extratos brutos enzimaticos de erva-mate

Concomitantemente, estudos foram realizados de modo a investigar o comportamento
do pH do extrato bruto enzimatico de erva-mate submetido ao processamento com CO,
comprimido. A medida do pH foi realizada no extrato bruto enzimatico antes e depois de
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submetido a pressdo em cada uma das nove condigdes experimentais e os resultados séo

apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Resultados de pH do extrato bruto enzimatico de erva-mate submetido ao
processamento em CO, comprimido.

Experimento pH inicial pH final % Reducao
1A 6,87 6,21 9,4+0,2
1B 6,85 6,22
2A 6,81 6,11 10,5+0,2
2B 6,90 6,16
3A 6,80 6,19 8,1£0,8
3B 6,85 6,35
4A 6,80 6,15 8,8+0,7
4B 6,80 6,25
5A 6,85 6,26 7,9+0,7
5B 6,84 6,35
6A 6,86 6,16 8,7£1,5
6B 6,82 6,33
7A 6,81 6,21 9,1+0,3
7B 6,83 6,19
8A 6,85 6,29 8,1£0,1
8B 6,80 6,26
9A 6,92 6,33 8,7+0,1
9B 6,90 6,29

De acordo com os resultados de pH apresentados na Tabela 4.6, verifica-se que o
extrato bruto enzimatico sofreu redugcdes da ordem de 8% no pH em todos o0s experimentos
apo6s submetidos ao processamento em CO, comprimido. Chen et al. (1992) estudaram o
comportamento do pH quando realizaram estudos sobre o efeito da pressao (sc-CO,) na
atividade enzimatica da polifenoloxidase purificada de camardo, lagosta e batata. O
tratamento dessas PPOs sob pressao (sc-CO,) (58 atm) a 43°C por 1 min provocou uma
reducado no pH de 9,1 para 5,4; 6,5 para 4,8 e de 6,1 para 4,2, respectivamente. Cabe
ressaltar as diferentes origens dos extratos (animal e vegetal) e o fato de ter sido utilizado
neste trabalho um extrato bruto de erva-mate e os extratos avaliados por Chen et al. (1992)
terem sido purificados.
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Em meio ndo aquoso, enzimas mudam sua atividade se o pH do meio micro-aquoso
em volta dela for alterado. Presume-se que o CO, se dissolve na camada de hidratagédo
associada com a enzima, podendo mudar o pH local e afetar a atividade enzimatica. Weder
et al. (1992) consideram que a reducao no pH pode ser provocada pela facilidade com que a
arginina (aminoacido presente nas proteinas) interage com o CO,, formando um complexo
bicarbonato. De posse dos dados apresentados na Tabela 4.6, buscou-se correlacionar o
pH final e a variagdo de pH em cada experimento com as respectivas atividades da POD e
PPO apo6s processamento em CO, pressurizado. A Tabela 4.7 apresenta os dados
referentes a esta avaliaco.

Tabela 4.7. Coeficientes de correlagado entre o pH e atividade enzimatica de POD e PPO
apés processamento em CO, comprimido.

ApH - %POD ApH - %PPO pH final - %POD pH final - %PPO

0,48 0,66 -0,25 -0,28

ApH = pH final — pH inicial

Inicialmente levantou-se a hipétese de que a reducao do pH poderia estar relacionada
aos resultados obtidos para a atividade da peroxidase e da polifenoloxidase do extrato bruto
enzimatico ap6s submetido a pressao em CO, comprimido, uma vez que o pH étimo de
medida de atividade da peroxidase é 4,0, enquanto que o da polifenoloxidase é 9,0 para o
extrato bruto de erva-mate (Ceni, 2005). Como redugdes no pH ocorrem em todas as
condi¢des experimentais, essa redugdo poderia estar relacionada a um distanciamento do
pH 6timo de medida de atividade da polifenoloxidase podendo, entdo, provocar a sua perda
de atividade. Porém, analisando os resultados apresentados na Tabela 4.7, é possivel inferir
que o nem a redugdo do pH ou o pH final apresentaram correlagdo com a atividade
enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase.

4.3. ESTABILIDADE DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO A BAIXA TEMPERATURA
APOS PROCESSAMENTO EM CO, PRESSURIZADO

Baseado nos resultados obtidos a partir da atividade enzimatica da peroxidase e da
polifenoloxidase, buscou-se o estudo da estabilidade enzimatica do extrato bruto apos o
processamento com didxido de carbono comprimido. A condi¢éo escolhida para este estudo
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foi a condicdo experimental 1 (Tabelas 4.2 e 4.4), pois esta condicdo levou ao maior
aumento da atividade enzimatica para a POD e uma das menores perdas de atividade
enzimdtica para a PPO. Aproximadamente 40,0 mL do extrato bruto enzimatico foi obtido
conforme item 3.1 do Capitulo 3 e entdo submetido a condi¢cdo experimental 1, conforme
item 3.3 do Capitulo 3. Apo6s a realizagédo do experimento o extrato foi fracionado em 10
aliquotas e as mesmas foram armazenadas em freezer a -4°C, durante o periodo de
armazenamento de 100 dias. As atividades enzimdticas foram avaliadas durante os
seguintes dias de estocagem: 1, 3, 7, 15, 21, 30, 45, 60 e 100 dias.

Os resultados obtidos para a estabilidade enzimatica da peroxidase submetida ao
processamento em CO, comprimido sdo apresentados na Tabela 4.8. Para melhor
visualizagdo dos resultados, apresenta-se a Figura 4.4. Para fins de comparacéo, esta figura
também apresenta os resultados obtidos por Ceni (2005), que avaliou a estabilidade do

extrato bruto enzimatico de erva-mate, sem processamento em CO; pressurizado.

Tabela 4.8. Estabilidade enzimatica a baixa temperatura (-4°C) da peroxidase (POD) do
extrato bruto de erva-mate submetida processamento em CO, comprimido.

Dias armazenamento Atividade POD (U/mL) Perda/Ganho (%)
Atividade inicial - A 4,57
Atividade inicial - B 6,22
1A 5,49 19,9+0,3
1B 7,44
3A 5,59 19,7+2,6
3B 7,28
7A 5,12 10,841,2
7B 6,82
15A 5,00 7,3+2,1
15B 6,54
21A 4,75 3,0+0,9
21B 6,35
30A 4,52 -2,2+1,1
30B 6,01
45A 4,22 -7,1+0,5
45B 5,81
60A 4,07 -11,0%0,1
60B 5,53
100A 3,63 -19,4+1 1

100B 5,08
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Estabilidade enzimatica da peroxidase (POD) do
extrato bruto de erva-mate
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Figura 4.4. Estabilidade enzimética a baixa temperatura da peroxidase (POD) do extrato

bruto de erva-mate submetida ao processamento em CO, comprimido.

Através dos resultados apresentados pode-se observar que, apds o incremento
inicial na atividade da peroxidase, a mesma vai sofrendo um decréscimo no decorrer do
periodo de armazenamento apresentando, apds 100 dias de armazenamento, uma atividade
19,4% inferior aquela do extrato bruto do dia zero. A literatura dispde de poucas informagdes
pertinentes a estabilidade das enzimas a baixas temperaturas. Ceni (2005) estudou o
comportamento das enzimas peroxidase e polifenoloxidase do extrato bruto enzimatico de
erva-mate armazenadas por um periodo de 149 dias. A atividade enzimatica da peroxidase
diminuiu ap6s 9 dias de armazenamento. Ap6s 14 dias, a enzima recuperou a atividade
gradativamente, alcancando, apdés 99 dias de armazenamento, cerca de 78% da sua
atividade inicial. Esses resultados revelam que o processamento sob pressdo apresenta
vantagem nos primeiros 21 dias de armazenamento quando comparado ao mesmo periodo

sem processamento.

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica da polifenoloxidase submetida ao
processamento com CO, comprimido sao apresentados na Tabela 4.9. Para melhor
visualizacdo, os resultados serdo apresentados na Figura 4.5. Na Figura 4.5 e Tabela 4.9,
valores negativos referem-se a perda de atividade da enzima, em valores percentuais.
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Tabela 4.9 — Estabilidade enzimatica a baixa temperatura (-4°C) da polifenoloxidase (PPO)
do extrato bruto de erva-mate submetida ao processamento em CO, comprimido.

Dias armazenamento Atividade PPO (U/mL) Perda/Ganho (%)
Atividade inicial — A 403,9
Atividade inicial — B 415,7
1A 205,7 -50,1+1,1
1B 202,9
3A 192,9 -53,6+1,4
3B 187,1
7A 282,9 -31,6+1,6
7B 277,5
15A 2571 -37,2+0,9
15B 257,4
21A 347,1 -12,711,4
21B 368,6
30A 322,9 -18,9+1,1
30B 341,7
45A 314,3 -20,7+1,5
45B 335,7
60A 302,9 -25,4+0,4
60B 308,6
100A 286,9 -29,7+0,7
100B 289,2
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Figura 4.5 - Atividade enzimatica a baixa temperatura (-4°C) da polifenoloxidase (PPO) do

extrato bruto de erva-mate submetida ao processamento em CO, comprimido.
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Através dos resultados apresentados pode-se observar que, apds a perda inicial na
atividade da polifenoloxidase, a mesma sofre um decréscimo significativo ap6s os 3 dias de
armazenamento e tem parte de sua atividade regenerada durante o decorrer do periodo de
armazenamento apresentando, apdés 100 dias de armazenamento, uma atividade 29,7%
inferior a inicial. Ceni (2005) estudou o comportamento da enzima polifenoloxidase do
extrato bruto enzimético de erva-mate armazenada por um periodo de 149 dias. A atividade
enzimatica da polifenoloxidase apresentou um pequeno incremento na sua atividade nos
primeiros dias de armazenamento. Ap6s 39 dias a enzima retoma a sua atividade original
mantendo cerca de 95% de sua atividade inicial apdés 99 dias de armazenamento. Ao
contrario do resultado apresentado pela peroxidase, para a polifenoloxidase, o
processamento sob pressdo, passa a ser vantajoso apos os 21 dias de armazenamento,

onde os resultados apresentam-se similares a aqueles sem processamento.

N

Buscando avaliar o comportamento em relacdo a seletividade do complexo
enzimatico bruto, foi determinada uma relagdo entre a estabilidade a baixa temperatura da
peroxidase e da polifenoloxidase (POD/PPO) no extrato bruto sem ter sido submetido a
nenhum tratamento e o extrato bruto submetido ao CO, pressurizado. Tal relagao foi obtida
com base nos resultados apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9 e é demonstrada na Figura
4.6.
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Figura 4.6. Relacdo entre a estabilidade enzimética a baixa temperatura (-4°C) do extrato
bruto enzimatico de POD/PPO sem ser submetido a nenhum tratamento e o extrato bruto
submetido ao processamento em CO, comprimido.

A analise individual da estabilidade enzimatica do extrato bruto de peroxidase e da
polifenoloxidase reflete uma perda significativa na estabilidade da polifenoloxidase, em
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virtude da perda de atividade causada pelo tratamento sob pressédo. Porém, analisando a
estabilidade enzimatica do extrato bruto pela relacdo entre as duas enzimas, 0 que se
constata € uma mudancga acentuada na especificidade do extrato bruto enzimatico de erva-
mate, principalmente nos dias iniciais de armazenamento. Isso sugere que, mesmo
ocorrendo perdas na atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase, pode ser
tirado proveito do processamento em CO, comprimido do complexo enzimético do extrato

bruto de erva-mate.

Da mesma forma, o comportamento em relacdo a seletividade do complexo
enzimatico bruto foi determinada uma relagao entre a estabilidade a baixa temperatura da
peroxidase (POD/POD) e da polifenoloxidase (PPO/PPQO) no extrato bruto sem ter sido
submetido a nenhum tratamento e o extrato bruto submetido ao CO, pressurizado. Tal
relacdo foi obtida com base nos resultados apresentados nas Tabelas 4.8 e 49 e é

demonstrada na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Relagao entre a estabilidade enzimatica a baixa temperatura (-4°C) do extrato
bruto enzimatico de POD/POD e PPO/PPO antes e depois de submetido ao processamento

em CO, comprimido.

Analisando a Figura 4.7 pode-se observar uma mudancga acentuada na estabilidade da
peroxidase a baixa temperatura (-4°C) até os primeiros 21 dias de armazenamento. Apos
esse periodo, a peroxidase apresenta comportamentos similares tanto antes como depois
de processada em CO, comprimido. Para o caso da polifenoloxidase, verifica-se um
comportamento similar com relacdo a sua estabilidade a baixa temperatura (-4°C) tanto
antes como depois de submetida ao processamento em CO, comprimido.
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4.4. EFEITO DOS CICLOS DE PRESSAO

Apobs os estudos da atividade e estabilidade enzimatica da POD e PPO submetidas
ao processamento com CO, pressurizado, realizou-se experimentos a fim de determinar a
influéncia de ciclos sucessivos de pressao sobre a atividade das enzimas. Pelo mesmo
motivo citado anteriormente, para o estudo da estabilidade enzimatica, a condicao escolhida
para os experimentos foi a condicdo experimental 1 (conforme Tabelas 4.2 e 4.4).
Aproximadamente 40,0mL do extrato bruto enzimatico foi obtido conforme item 3.1 do
Capitulo 3 e, entao, submetido a condigao experimental 1, conforme item 3.3 do Capitulo 3.
Apds cada etapa de pressurizagao/despressurizagao foi retirada uma aliquota do extrato do
reator e a medida de atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.2 do
Capitulo 3. Os resultados obtidos no estudo do efeito dos ciclos de pressdao sobre a
atividade enzimatica da peroxidase sao apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Efeito de ciclos de pressurizagao/despressurizagdo com CO, comprimido sobre
a atividade enzimatica da peroxidase (POD) do extrato bruto de erva-mate.

N° Ciclos Atividade POD (U/mL) Perda/Ganho (%)
Atividade inicial — A 4,07
Atividade inicial — B 5,96
1A 4,91 19,6+0,1
1B 7,07
2A 4,84 17,2+1,6
2B 6,88
3A 4,68 12,9+2,0
3B 6,61
4A 4,38 6,9+0,7
4B 6,33
5A 4,13 0,6+0,9
5B 5,94
6A 3,96 -3,2+0,5
6B 5,74
7A 2,98 -25,4+1.3
7B 4,52
8A 2,91 -28,940,5
8B 4,21
9A 2,34 -41,4+1 1

9B 3,56




Capitulo 4 Resultados e Discussao 76

Para melhor visualizacdo dos resultados, apresenta-se a Figura 4.8, onde valores
negativos referem-se a perda de atividade da enzima e valores positivos referem-se ao

incremento na atividade da enzima, ambos em valores percentuais.
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Figura 4.8. Efeito dos ciclos de pressurizagao/despressurizagdo com CO, comprimido sobre
a atividade enzimatica da peroxidase (POD) do extrato bruto de erva-mate.

Através dos resultados apresentados pode-se observar que ap6s o incremento inicial
na atividade da peroxidase a mesma sofre um decréscimo no decorrer da aplicacdo dos
ciclos de presséo/despressurizacao, apresentando, ao final de 9 ciclos, uma atividade 41,1%
inferior a original. Na Figura 4.9 e Tabela 4.11 sdo apresentados os resultados referentes ao
estudo do efeito do ndmero de ciclos na atividade da polifenoloxidase. Valores negativos
referem-se a perda de atividade da enzima, em valores percentuais.

Através dos resultados apresentados pode-se observar que a perda na atividade da
polifenoloxidase ocorre gradativamente no decorrer dos ciclos de
pressurizacao/despressurizagdo, alcangando cerca de 95% de redugédo da sua atividade
inicial ao final de 9 ciclos. A literatura apresenta diferentes resultados sobre os efeitos de
ciclos sucessivos de pressurizagao/despressurizacdo sobre a atividade enzimatica,
resultados estes que dependem do tipo de enzima, solvente, temperatura, pressao e tempo
de exposicao investigados. Steinberger et al. (1999) relataram que ap6s 15 passos de
despressurizacao a atividade da esterase (EP10) e da lipase (Aspergillus niger) a 35°C e
150 bar em CO,, manteve-se quase inalterada. Habulin et al. (2005) submeteram a
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proteinase de Carica papaya por 1h a 300 bar e 50°C e, apdés 30 passos de
despressurizacao, demonstraram ter ocorrido perda de até 50% na atividade enzimatica.

Tabela 4.11. Efeito dos ciclos de pressurizacdo/despressurizacdo no processamento em
CO, comprimido sobre a atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) do extrato bruto de

erva-mate.
N° Ciclos Atividade PPO (U/mL) Perda/Ganho (%)

Atividade inicial — A 525,1

Atividade inicial — B 498.8
1A 250,8 -51,4+0,8
1B 246,3
2A 2511 -53,6+1.,4
2B 224.0
3A 234,2 -55,0+0,4
3B 226,4
4A 211.,6 -60,8+1,1
4B 190,5
5A 117,1 -79,3+2,2
5B 92.8
B6A 50,4 -89,8+0,6
6B 53,9
7A 33,6 -94,1+0,5
7B 26,9
8A 32,0 -94,5+0,5
8B 249
9A 26,2 -95,4+0,3
9B 20,9
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Figura 4.9. Efeito dos ciclos de pressurizagao/despressurizagdo com CO, comprimido sobre
a atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO) do extrato bruto de erva-mate.
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Oliveira et al. (2006) relataram que a atividade da lipase imobilizada Novozym 435
apresentou perda de 10% na atividade quando submetida a CO, pressurizado ap6s 5 ciclos
de pressao/despressurizacao e manteve-se inalterada no caso do emprego dos solventes
propano e n-butano pressurizados.

De forma a avaliar o comportamento em relacdo a seletividade do complexo
enzimatico bruto, foi determinada uma relacdao entre a atividade peroxidasica e a
polifenoloxidasica (POD/PPO) no extrato bruto apds ter sido submetido ao processamento
em CO, pressurizado. Tal relagéo foi obtida com base nos resultados apresentados nas
Tabelas 4.10 e 4.11 e é demonstrada na Figura 4.10.
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Figura 4.10. Relagdo entre a atividade peroxidasica e polifenoloxidasica POD/PPO do
extrato bruto enzimatico de erva-mate apos ser submetido ao processamento em CO,

comprimido.

De acordo com a Figura 4.10 pode-se observar que, embora ocorra uma pequena
mudanga na especificidade o comportamento do extrato bruto enzimatico € similar até o
quarto ciclo de pressdao em relagdo ao mesmo extrato sem tratamento em fluido
pressurizado. A partir do quinto ciclo de presséo € que ocorre uma mudanga acentuada em
relacéo a especificidade do extrato antes e depois de submetido ao processamento em CO,
comprimido, onde ao final dos 9 ciclos observa-se um aumento pronunciado na

especificidade do extrato enzimatico em direcao a atividade peroxidasica.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho foram conduzidos estudos sobre o efeito do processamento com CO,
comprimido sobre a atividade enzimatica da polifenoloxidase e peroxidase do extrato bruto
de erva-mate, avaliando também a estabilidade térmica a baixa temperatura das enzimas e
investigando a influéncia de varios ciclos subseqilientes de pressdao na atividade das

mesmas.

O desenvolvimento deste trabalho permitiu determinar através da utilizagdo de um
planejamento experimental semifatorial o efeito das variaveis do processamento com CO,
comprimido sobre a atividade enzimatica da polifenoloxidase e peroxidase do extrato bruto
erva-mate (llex paraguariensis St Hill). Os resultados indicaram que € possivel aumentar
cerca de 25% ou mesmo inativar completamente a atividade peroxidasica do extrato em
funcdo da condicdo de processamento. Ja para a polifenoloxidase todas as condi¢des

experimentais levaram a decréscimos em sua atividade no extrato bruto de erva-mate.

Os estudos relativos a influéncia do pH do extrato bruto enzimético de erva-mate
antes e depois de submetido ao processamento com CO, comprimido indicaram redugdes
no pH da ordem de 8% em todas as condi¢des experimentais. A correlagdo entre o pH final
e a variagao de pH em cada condigao experimental com as respectivas atividades da POD e
PPO apds processamento em CO, pressurizado sugeriu que a redugao do pH nao
apresenta correlagdo com a alteragdo na atividade enzimatica da peroxidase e da
polifenoloxidase do extrato bruto da erva-mate.

Em relacdo a seletividade do complexo enzimético bruto, A analise da relagdo entre a
atividade peroxidasica e polifenoloxidasica (POD/PPO) no extrato bruto antes e depois de
submetido ao CO, pressurizado sugere uma mudanca na especificidade do extrato
enzimatico de erva-mate, mudanga essa que torna-se mais acentuada em determinadas
condicoes experimentais. Esses resultados demonstram que o processamento do extrato
bruto enzimatico de erva-mate sob pressdo em CO, comprimido pode ser uma rota
promissora para o incremento na atividade enzimatica da peroxidase. Porém, em

determinadas condigbes de processamento € possivel inativar completamente a atividade
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peroxidasica do extrato, tornando o mesmo especifico em relagdo a atividade
polifenoloxidasica.

Para determinacdo da estabilidade do extrato bruto enzimatico de erva-mate
submetido a condicdo experimental 1, o0 mesmo foi submetido ao armazenamento em
temperatura de -4°C por 100 dias. Ap6s o incremento inicial na atividade da peroxidase, a
sofreu um decréscimo no decorrer do periodo de armazenamento, apresentando, apos 100
dias, uma atividade 19,4% inferior a original. No caso da polifenoloxidase, apdés um
decréscimo significativo apdés os 3 dias de armazenamento e tem parte de sua atividade
regenerada durante o decorrer do periodo de armazenamento apresentando, ap6s 100 dias,
uma atividade 29,7% inferior a original. A relagdo entre as atividades das enzimas no
decorrer do tempo de armazenamento sugere uma mudanga na especificidade do extrato
bruto enzimatico de erva-mate, reforcando que o processamento do extrato enzimatico de
erva-mate em CO, comprimido pode ser uma rota promissora para 0 incremento na

atividade enzimatica da peroxidase.

Com relagao aos ciclos de pressao, as enzimas polifenoloxidase e peroxidase foram
submetidas a 9 ciclos subsequientes de pressdo na condicdo experimental 1, sendo que
ambas as enzimas perderam atividade no decorrer dos experimentos. A peroxidase
apresentou uma perda de 41,7% na atividade enzimética em relagcdo a atividade inicial e
para a polifenoloxidase a perda chegou a 95,44%. Ao final dos 9 ciclos observa-se um
aumento pronunciado na especificidade do extrato enzimatico em direcdo a atividade
peroxidasica.

5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tomando como base os resultados obtidos e dadas as observagcbes constatadas
durante o desenvolvimento deste trabalho, pode-se apontar algumas sugestdes para
trabalhos futuros:

_ Purificacao do extrato bruto enzimatico de erva-mate. Por se tratar de um complexo
enzimatico a sua purificagdo contribui para minimizar a interferéncia das impurezas e
permitir uma analise estrutural das oxidases, peroxidase e polifenoloxidase, presentes no

referido extrato;
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_ Anadlise estrutural da peroxidase e da polifenoloxidase do extrato enzimatico de
erva-mate (purificado) apds processamento em CO, pressurizado. Desta forma, pode-
se verificar de que maneira as mudangas sugeridas na especificidade do extrato ocorrem;

_ Avaliacao do comportamento da atividade da peroxidase e da polifenoloxidase do
extrato enzimatico de erva-mate, frente ao processamento em outros fluidos
pressurizados. Estudos relatam a influéncia da hidrofobicidade do solvente e da quantidade
de agua sobre a atividade enzimatica das enzimas. Por isso, é importante correlacionar o
efeito de outros fluidos sobre a atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase;

_ Melhorias no equipamento usado no processamento sob pressao. Para estudar o
efeito de faixas de temperatura inferiores a 30°C, onde o CO, se apresenta em duas fases, é
necessario alteracdes no equipamento como, por exemplo, uso de um reator com volume
variavel que permita inclusive visualizar o comportamento dessas duas fases sobre o
extrato. Um reator com volume maior que permita processar maiores quantidades de extrato

possibilitando a realizacdo de um numero maior de analises;

_ Uso das oxidases na oxidacao de compostos fendlicos. Por exemplo, na oxidacao de
compostos fendlicos em efluente provenientes de industrias de papel, celulose e refinaria de
petréleo e na industria téxtil, para melhorar o branqueamento em detergentes de lavanderias
e inibir a transferéncia de cor durante a lavagem. Ou ainda, na oxidagdo de compostos
como safrol e isosafrol, para obtencdo de produtos de alto valor agregado.
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