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RESUMO

As enzimas sdo biocatalisadores altamente requisitados, devido as suas propriedades,
executando uma série de transformacdes de modo seletivo, rapido e em condic¢des brandas de
reacdo. Para a conducdo do estudo, foram utilizados dois complexos de pectinases
comerciais (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L), onde, para cada complexo enzimatico,
avaliou-se a enzima pectina liase (PMGL) e pectinametilesterase (PME). Este estudo teve
como objetivo a determinacdo dos paréametros cinéticos: velocidade maxima (Vvax) de reacao
e a constante de afinidade (Ky). A taxa da reacdo em diferentes concentracdes de substrato é
utilizada para obter os paréametros de Michaelis-Menten (Vuax € Ku). Uma faixa de 2,0 a
50,0 g.L™! de concentracdo de pectina citrica foi estudada. A enzima PMGL do complexo
Pectinex® Mash mostrou o menor valor para o Ky, 0 que indica uma maior afinidade da
enzima para com o substrato. Para o complexo Pectinex® Ultra SP-L, a enzima PME
apresentou o maior valor de velocidade maxima (Vmax)-
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INTRODUCAO

Em sistemas vivos, a maioria das reacdes bioquimicas da-se em vias metabdlicas, que
sdo sequéncias de reacGes em que o produto de uma reacdo € utilizado como reagente na
reacdo seguinte. Diferentes enzimas catalisam diferentes passos de vias metabdlicas, agindo
de forma sincronizada de modo a ndo interromper o fluxo nessas vias. Cada enzima pode
sofrer regulagdo da sua atividade, aumentando-a, diminuindo-a ou mesmo interrompendo-a,
de modo a modular o fluxo da via metabélica em que se insere (PATEL, 2002; PIZARRO e
PARK, 2003).

As pectinases despolimerizam a pectina por hidroélise e transeliminagdo, bem como por
reacOes de desesterificagéo, isto €, hidrolisam a cadeia éster entre 0s grupos carboxila e metil
da pectina (DARTORA et al., 2002).

A utilizagdo de enzimas implica na necessidade de controle de variaveis de processo,
tais como pH e temperatura Gtimas para a sua atuacdo. Caso ndo haja um controle das
condicgdes operacionais do processo enzimatico, a eficiéncia do processo pode ser prejudicada,
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levando a perdas de produtividade e economia. Alguns autores afirmam que sem o uso de
enzimas, ndo € possivel viabilizar a producéo de sumos de alguns frutos e vegetais (HELBIG
e LAPERCHE, 2001).

A taxa de reacdo em diferentes concentracfes de substrato (pectina citrica, para as
pectinases) é utilizada para obter os parametros de Michaelis-Menten, a velocidade maxima
(Vmax) de reacdo e a constante de afinidade (Ky). Dessa forma, € possivel obter a faixa de
concentracdo de substrato onde a enzima atua sem inibi¢bes, aprimorando 0s processos
industriais.

Os parametros cinéticos das catalises enziméticas tém sido determinados
tradicionalmente pelo uso da velocidade inicial (Vy), quando diferentes concentragdes de um
substrato sdo usadas (TORRES et al., 2004).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi a determinacdo dos pardmetros cinéticos
(Vmax € K1) de pectinases comerciais.

MATERIAL E METODOS

Para a conducdo do estudo, foram utilizadas duas pectinases comerciais (Pectinex®
Mash e Pectinex® Ultra SP-L), na forma livre, que foram gentilmente cedidas pela empresa
LNF Latino Americana Ltda. Ambas s&o enzimas produzidas por fermentacdo submersa pelos
fungos filamentosos Aspergillus aculeatus e Aspergillus niger.

A atividade da pectina liase (PMGL) foi determinada segundo método de Ayers et al.
(1966), descrito por Pitt (1988), com algumas modificacdes, onde determinou-se os produtos
insaturados finais da degradacdo da pectina e o acido tiobarbitirico. Uma unidade da
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que causa a mudanca de 0,01
na absorbancia a 550 nm, nas condig¢des do ensaio, como pode ser visualizado na Equagéo 1.

Atividade (U/mL) =222 (1)

0,01

A atividade de pectinametilesterase (PME) foi determinada segundo Hultin et al.
(1966) com modificacdes (temperatura controlada a 50°C + 2). A Equacdo 2 permite calcular
a atividade de pectinametilesterase (PME), como pode ser visto abaixo.

Atwidade (U /mL) = “Megitzizic? )

Onde:

V = Volume de NaOH gasto em mL;

M = Molaridade do NaOH (0,005 M);

t = Tempo de reacdo (30 min);

e = Massa de imobilizado em gramas, ou volume de extrato enzimético ou
sobrenadante em mL utilizada para realizacdo da medida de atividade.
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A partir dos valores de velocidade inicial da reacdo (Vo) e da concentracdo do
substrato (2,0 a 50 g/L), os coeficientes cinéticos, velocidade méaxima (V) e a constante de
Michaelis-Menten (Ky), foram calculados.

Para determinar Ky e V utilizou-se 0 método de Lineweaver-Burk, que consiste em
uma linearizacdo (Equacédo 3) da equacao de Henri-Michaelis-Menten (Equacéo 4).

. Vinay & [5]
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma faixa de 2,0 a 50,0 g.L™ de concentracio de pectina citrica foi utilizada para ver
qual o efeito que causa na atividade enzimatica de PME e PMGL para os dois complexos
enzimaticos analisados (Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L), podendo assim obter-se 0s
valores de Ky e Vmax. Utilizou-se os valores de atividade especifica de cada enzima para o
calculo. Os resultados s&o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de Ky e Vvax obtidos para as enzimas PME e PMGL dos
complexos Pectinex® Mash e Pectinex® Ultra SP-L estudados.

Pectinases comerciais Kwm (mg.mL™) Vmax (U.mL™)
PMGL PME PMGL PME
Pectinex® Mash 0,23 1,55 64,10 500,00
Pectinex® Ultra SP-L 0,50 2,27 19,38 666,67

De acordo com a Tabela 1, a enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash mostrou o
menor valor para 0 Ky, 0 que indica uma maior afinidade da enzima para com o substrato,
bem como, maior velocidade maxima (Vwmax), €m comparagdo com o complexo Pectinex®
Ultra SP-L.

O valor de Ky, indica a afinidade da enzima pelo substrato. Quanto menor o Ky, maior
a afinidade da enzima pelo substrato; logo, a velocidade da reacdo tambem serd maior
(TORRES et al., 2004).

Observa-se um aumento no valor do Ky, para a enzima PME, para os dois complexos
em estudo, podendo este ter ocorrido devido as restricBes difusionais, ou seja, limitacdes de
acesso do substrato ao sitio ativo da enzima. A medida da atividade da enzima foi realizada
mediante a técnica de titulacdo, onde foi possivel observar a rapidez da reagdo, como indicam
os valores de Vpax.

Leite et al. (2006) encontraram valores de 0,23 e 0,32 mg mL™ para Ky e os valores de
0,244 e 0,053 pmol mL™ min™ para Vuax para a PME extraida de goiaba. Arbaisah et al.
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(1997) avaliaram duas pectinametilesterases e encontraram valores de Ky de 0,52 mgmL™" e
de 0,0843 mg mL™" e velocidades méximas de 154 pmol mg™' min™' e 726 pmol mg ' min ™",
respectivamente.

CONCLUSOES

A enzima PMGL do complexo Pectinex® Mash mostrou o menor valor para 0 Ky, 0
que indica uma maior afinidade da enzima para com o substrato. Para o complexo Pectinex®
Ultra SP-L, a enzima PME apresentou o maior valor de velocidade méxima (Vmax). Deve-se
levar em consideracdo que as técnicas de medida de atividade para as enzimas PMGL e PME
sdo diferentes, e portanto, os resultados dos parametros cinéticos sdo decorrentes das técnicas
utilizadas.
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