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CAPITULO Il —O ESTUDO DA CINETICA DE REACCOES ENZIMATICAS NA FORMA LIVRE

E IMOBILIZADA

Pretende-se, com este capitulo estudar a cin@igarnzimas — coagulantes do leite e de
lipases em reaccOes bioquimicas para diferenteslig@ms de temperatura, pH,
avaliando o tempo de coagulacdo e a formacdo disagor medicdo com um
eléctrodo de pH, respectivamente.

Imobilizou-se o biocatalisador pelo método da dbusom alginato de soédio e
verificou-se a eficiéncia da actividade enzimatiagorma livre e imobilizada.
Demonstrou-se a importancia dos enzimas e da Bismtdesde o uso domestico até a

utilizacdo Industrial Biotecnoldgica.
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A- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- INTRODUGAO AO CONCEITO DE BIOCATALISADOR

Os biocatalisadores sdo substancias que intervé&nrewccdes bioldgicas,
promovendo o aumento da velocidade da reaccdo esubsequente diminuicdo da
energia de activacdo da reaccéo. Salienta-se ajudae pode pensar na reutilizacéo do
catalizador, recorrendo aos processos de imokilac

Os enzimas séo biocatalisadores (proteinas) capzestalizar uma reaccao
bioquimicain vivo ou in vitro. Para exercerem as suas funcgdes, por vezes, insasnz
estdo associados a co-factores, geralmente id@dicost(oligoelementos). Porém estes
nao estdo permanentemente ligados aos enzimaspanasséncia deles o enzima é
inactivo. A fraccao proteica na auséncia do seaatof € denominada por Apoenzima;
na presenca do mesmo de Holoenzima. Designa-sea®itha, se o cofactor for uma
molécula organica (Campos, 1999).

Os enzimas sdo extremamente eficientes, aumentaetoaeidade da reaccéo
sem interferir no processo, actuam em concentra¢iz@sas, em determinadas

condicdes de pH e temperatura.
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Figura 2.1 —Esquema da reac¢éo bioquimica dos enzimas (adagadarquesteal., 1999).

O enzima liga-se a uma molécula de substrato nueggda especifica
denominado centro activo (Figura 2.1). As molécdiasubstrato passam por uma série

de formas geométricas e electricamente alteradizs a@e formarem os produtos da
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reaccao e a energia livre destes intermediaripgceimente aquelas que se encontram
em estados de transicdo mais instaveis, sdo osdatsminantes da velocidade da
reaccdo. Os enzimas tém muito maior afinidade pbteseestados de transicdo do
substrato do que tém por formas mais estaveis, @stainteraccao diminui a energia
destes estados de transi¢cao criticos os enzimiesaneuma determinada reaccéao.

Em 1894, Emil Fischer propés um modelo chave-fegteaghara explicar a
accao enzimatica, onde o enzima se liga ao subgsgecifico no centro activo, como

uma chave e fechadura (representacao na figura 2.2)

Produtos

Enzima Complexo

enzima-substrato

Figura 2.2 — Representacdo do modelo Emil Fisher — Complemeiaidei estrutural (chave
fechadura). Extraido de Marquesag, 1999.

Quando, tanto o enzima como o substrato sofrenoomiaicao para o encaixe, e
0 enzima ndo aceita simplesmente o substrato, l@distor¢do para a conformacdo
exacta com o centro activo. Neste caso € denomieadaixe por inducdo e foi

proposto por Koshland (figura 2.3).

Produtos

Complexo
enzima-substrato

Enzima

Figura 2.3. Representacdo do Modelo de Koshland - Encaixe idduzxtraido de Marqueg e
al., 1999).
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A cinética enzimatica proporciona uma melhor corapsdo do mecanismo dos
enzimas. A velocidade de reaccdo pode definir-sgoca variacdo da concentracdo de
produto da reaccao formado por unidade de tempmoo a variacdo do consumo do
substrato da reaccdo formado por unidade de tei8pbe-se, no entanto, que a
velocidade da reaccdo ndo se mantém constante no.te decrescendo
progressivamente. Assim, € necessario indicar a tqugo se refere uma certa
velocidade. A velocidade iniciabwnumericamente igual ao declive da recta tangente a

curva de variacdo da concentracdo de produto farnead funcdo do tempo (figura

2.4).
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Figura 2.4 —Velocidade inicial igual ao declive da recta tarigeancurva (adaptado de Ferreira
J.P, 1997).

Um dos modelos de interpretacdo cinética muitovegite deve-se aos trabalhos
de Leonor Michaelis e Maud Menten cuja representald@ reaccdo enzimatica € a

seguinte (figura 2.5):

E- Enzima,
S- Substrato;
k1 - k3 ES- complexo enzima -
E+S _— ES E+P substrato;
P- produto

k2

Figura 2.5. —Representacédo de uma reaccao enzimatica (adajaatiampos, 1999).
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O passo determinante da reaccdo € a transformagaaothplexo ES
(enzima/substrato) em P (Produto), por ser o neaitol A velocidade de formacao do
produto depende da concentracdo do complexo emsibgtrato, que por sua vez
depende da concentracdo de enzima, da concenttagdstrato da relaca/k, e de
k3. Nestas condicdes a velocidade da reaccdo é maxima) (na situacdo de toda o
enzima ter os centros activos ocupados (figura @6ando a concentracdo de substrato
€ constante e em excesso, a velocidade de formdgaproduto € directamente
proporcional a concentracdo do enzima (Ferreira7 )19

V max T

Velocidade maxim:

Velocidade
da reaccédo

v)

Vi

——

Substrato (concentracdo —

Figura 2.6 —Efeito da concentracdo de enzima na velocidadeatztéo (adaptado de Campos,
1999).

A concentracdo de substrato necessaria para obtadenda velocidade maxima
é definida como a constante de Michaelig)Ke é expressa em moles de substrato por
litro de solucdo. A constante de Michaelis represeuortanto, a concentracdo de
substrato necessaria para saturar metade da cadmtilk enzima e é caracteristica de
cada enzima (Figura 2.7), ou seja, permite o esfadeelocidade da reac¢ao do enzima,

na formacao de produto por minuto.

Ve 5]

", IS

Figura 2.7 —Representacdo da equacdo de Michaelis-Menten. (\atcalg 1994).
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A determinacdo das constantes cinéticas caraatadstde uma enzima
(Km,Vwmax), @ partir da representacao hiperbolica glem fungdo d€S), € pouco exacta,
dado v ser um valor assimptético. Assim, torna-eeessario recorrer a formas
linearizadas da equacédo de Michaelis-Menten. A mtligada € a representacdo de
Lineweaver-Burk, de 1jvem funcéo de 18] que se obtérmvertendo a equacao. Neste
grafico (figura 2.8), os pontos experimentais dagejustar-se a uma recta, que cruza o
eixo das ordenadas em 1/v, e o eixo das abcissa¥/leim o declive dessa recta € igual
a Ky/v (Ferreira, 1997 ; Campos, 1999).

A figura 2.8, representacao grafica de LineweawskBbaseia-se nos dados de
velocidade inicial, em funcdo da concentragéo dbstsato, segundo o comportamento

cinético de Michaelis-Mentemfonget al 1994)

Declive da recta
i KM /Vméx

1ivg

":/ Intercepgéo do Y
T Vi

——
A Ky 11(8]

Figura 2.8.- Gréfico de representacéo linear de Lineweaver-Radaptado de Wongt al,
1994).

2- ENZIMAS COAGULANTES DO LEITE

2.1-ORIGEM VEGETAL —Cynara cardunculusL.— CARDO

O cardo, Cynara cardunculusL., tal como outras plantas, pertencentes a

variadissimas familias como, Bromelaceas, Compodiagorbiaceas Muraceas
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leguminosas e plantas carnivoras tem em comunt® dagpossuirem em determinados
orgaos e/ ou nas secrecdes uma elevada concenttagéiozimas proteoliticas, entre
outras, com elevada capacidade coagulante. Foramnegtudos destes enzimas, em
particular nas figueiras, papaina, ananas e cafm@mesido aplicados actualmente na
industria.
O cardo tem sido tradicionalmente utilizado, emtdryal, no fabrico do queijo e

nos ultimos anos, as industrias de queijo, e astegueem particular o selo DOP
(Denominacdo de origem protegida), tém destacadon@ortancia dos agentes

coagulantes, nomeadamente os vegetais, do leite.

CARACTERISTICAS : A espécieCynara cardunculud., vulgarmente conhecida
em Portugal por cardo, cardo de coalho, cardo coalhamalha-leite, cardo-santo e
cardo hortense (Gardé al., 1988, cit. Gomes, 2002), classifica-se por pede a
familia das Compositae, sub-familia da Tubulifloeagggnero @nara

Planta herbacea vivaz (planta perene que apres&stzimento anual) (Godinho
et al., 1994), com um caule erecto, podendo atingir cidesnetro e meio de altura,
densamente coberto por folhas basais grandeshespi e lanceoladas penatipartidas
(c) figura 2.9), com o segmento terminal maior queabsrais e todos penatifendidos
(d) figura 2.9), tendo na parte adaxial (parte supea)) e abaxial (parte inferioh))

coberta por tomentos (Godinbkoal, 2006).
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Figura 2.9 —Fotografias d&Cynara cardunculug. localizando as diferentes estruturas que a coastitu
(Adaptado Godinhet al.,2006).

Os caules terminam em inflorescéncias de capitgloBulosos de cor azul
violeta (e) figura 2.9) com as bracteas prolongadas em esgort® patentdf) figura
2.9) as flores, com um receptaculo onde se desanwofruto. Os frutos sédo pequenos
aqguénios usados como sementes, tém cor acastard@mablongos, ligeiramente
espalmados e tém um poder germinativo de cinco, amastambém se podem propagar
por multiplicacdo vegetativa, sendo a altura icealMaio (Cermefio, 1988 e Maroto,
1986 cit. Gomes 2005).

Quanto as raizes, estas assemelham-se as daofaksctaizes profundantes e

muito penetrantes.

LocALizacAo : E originaria da bacia Mediterranica ja era conteeqgmtlos
antigos Egipcios, Gregos e Romanos. Actualmengéepdshta surge espontaneamente a
Sul e Oeste da regido Mediterranea e nos bordosatomhos e estradas. Em Portugal

na parte Centro e Sul e na Madeira. (Ferreira, 19®8riosamente foi introduzida na
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Argentina pelos Espanhois, onde se desenvolvedaag@nte nas pampas, formando

grandes “cardais” e tornando-se numa praga (Cd€8d, cit. Ferreira, 1998).

CARACTERISTICAS EDAFO -CLIMATICAS : Desenvolve-se em condicbes muito
severas, em solos pedrosos (bordos da estradaimtadugares incultos ou de pousio)
e sob stress hidrico, tendo uma grande capacid&deaddptacdo climatica e
apresentando varios ciclos ao longo da sua exiat@odinhoet al., 1994). Esta planta
cresce espontaneamente, tendo o seu ciclo inicio a&@erminacdo de sementes, no
final do Verdo aquando as primeiras chuvas, e nesem seguintes, as plantas
desenvolvem-se formando uma roseta de folhas, sapds o Inverno no estado
vegetativo (Morbey, 1990 cit. Gomes, 2005). A fi@a desta espécie é sazonal (Junho

e Julho).

APLICACAO DO CARDO: O cardo devido as suas caracteristicas particu s
para além da sua aplicacdo no fabrico do queijsaswitilidades com fins terapéutico

(tabela A).

Tabela A; - Representacao das aplicacfe<ginara cardunculus(Adaptado de Castro (1981)
e Pereira Coutinho (1939) cit. Ferreira, 1998)

PARTE DA PLANTA UTILIZADA APLICAGAO
Raiz * Febrifuga
Folhas  Estimulante hepético, vesicular e renal

* Promove a eliminacéo da arterioesclorose
» Tratamento da anemia.
* Reumatismo

Capitulos (flores) *Coalha o leite (fabrico de gplei

A flor do cardo, apdés a colheita, tem de ser cudathente preparada (a
secagem natural devera ser suficiente para assegusaa conservagdo - secagem

rapida, para 30 dias, conduz a uma reducdo dadsdsy enzimética), para conservar
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em condi¢cdes de se poder utilizar, pois faciimesutiee contaminacdes, nas quais se

desenvolvem bolores e outros microrganismos, stisegpde a degradar.

Figura 2.10- Fotografia demonstrativa da “apanha’@aara cardunculus.

A actividade microbiana n&do pode ser degradadatabdade. Sabe-se contudo,
gue determinada flora microbiana € necessariaquarananutencéao (cardo) na altura da
sua utilizacdo e que tem um importante papel n@rsdb produto final. Assim é
necessario e importante encontrar novas formasudgecvacdo do extracto do cardo.
Durante o desenvolvimento do Projecto AGRO 281-Wzégdo do queijo de cabra
curado na serra algarvia (DRAPALG/FERN - UALG) fmtenteada uma forma de

congelacéo do extracto da flor com elevado graasdepsia.

2.1.1.CARACTERIZACAO DOS ENZIMAS COAGULANTES PRESENTES NA CYNARA
CARDUNCULUSL.

A espécieCynara cardunculud.. apresenta agentes coagulantes no capitulo
floral, na parte azul-violeta (época de floracéohdu Julho). Em estudos realizados por
Barbosa (1983) citado por Gomes, 2005, confirmam gumaior concentracdo de
substancia coagulante esta na parte superior mboeststando a actividade coagulante

restrita ao pistilo (Piregt a.l 1997). Esses agentes sdo proteinases aspadgies,
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foram isoladas e purificadas e parcialmente caiaattas por Hemingartner e

colaboradores, (1990) citado por Gomes (2005),agudenominaram por ciprosinas e

posteriormente, caracterizadas por Faro e colabm¥ad1992), denominando-as por
cardosinas. As proteinases asparticas sdao um glepenzimas com uma estrutura
tridimensional semelhante, estdo distribuidas ntureza e tem importancia na
regulacdo de sistemas bioldgicos, como precurstrgsoteinas (proteinas retrovirais),
regulacdo sanguinea entre outros. Além disso,-g#gque as proteinas asparticas das
plantas estejam, também envolvidas na hidréliserrrazenamento de proteinas
intracelulares (Pireet al, 1994 cit. Gomes, 2005). As duas formas isoladias
cardosinas que encontramos nos estigmas da floaaeCynara cardunculusao do
tipo A e B (Verissimecet al 1996, e Pire®t al, 1994, cit. Gomes 2005). Ambas as
cardosinas sédo constituidos por duas sub-unidades,massa molecular aparente de
31KDa e 15KDa, para a cardosina A e de 34KDa e ®iKhara a cardosina B.
Apresentam actividade em pH que varia entre 2 seiido a actividade maxima no
valor pH-5,5. Contudo, fazendo uma extrac¢cdo a @Hbt8m-se extractos aquosos com
maior actividade coagulante (Piretsal., 1994 cit Gomes, 2005), e em condi¢des de pH
alcalino caracterizam-se por elevada instabilid@tigbezaset al, 1982 cit. Gomes,
2005). Alguns autores sugerem que as cardosinasesdopeptidases e também
glicoproteinas como refere Faat al, (1992) e Salgueiro (2002), respectivamente.
Ambas as cardosinas mantém actividade a 60 °Cudord estabilidade a elevadas
temperaturas é relativamente baixa. Segundo Verdsst al (1995), citado por Gomes
(2005), como na maioria das outras proteinasesrtesiza as cardosinas clivam
preferencialmente péptidos em bandas entre resibigvefobicos. A cardosina B
apresenta maior especificidade que a cardosina dhtudo ambas mostraram

preferéncia por bandas de péptideos com lugaradeias hidrofébicas. A cardosina A
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hidrolisa o0 péptido na banda Leul5-Tyrl6; Leul718aePhe25-Tyr26; a clivagem

pela cardosina B foi encontrada em Glul3-Alal4;1Afa eul5;Leul5-Tyrl6; Leul7-

Vall8; Phe24-Phe25 e Phe25 (figura 2.11).
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Figura 2.11 —Estrutura primaria da caseina k do leite de vasaaminoacidos inclusos no
rectangulo correspondem a mudancas genéticas. #@&s §&dicam o ponto de ataque da
quimosina. Os aminoacidos entre parénteses indi@sndiferencas encontradas por outros
autores (Whitne¥et al, 1976 cit. Esquivel, 1987).

2.2-ORIGEM ANIMAL - COALHO COMERCIAL

O coalho comercial € normalmente de origem animab#do a partir das
glandulas gastricas dos vitelos ndo desmamadofrmoqtimosina (88% a 94%) e
pepsina (6% a 10%). A quimosina é um enzima mupeeifico, hidrolisando a ligacéo

fenilalalina-metionina da caseina k. O seu papabliigico € muito restrito, pois serve
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unicamente para a coagulacao do leite nos animeigstdo no seu periodo de lactacao.

A pepsina tem uma maior accdo proteolitica degdmarma grande variedade de
proteinas. Este enzima comeca a ser necessaridaaanimal deixa de ter o leite
como Unica fonte alimentar (Raymond and Bricas91®Ramet, 1984 cit. Esquivel,
1987). Comparando os dois enzimas podemos dizer a@uguimosina actua
especificamente como agente coagulante apresentamdaptimo de pH préximo da
neutralidade (pH 6,2 a 6,4), enquanto a pepsina uempoder proteolitico muito
intenso, situando-se o 6ptimo de actividade em réaeido (pH 1,7 a 2,3) (Raymond
and Bricas, 1979 e Ramet, 1984 cit. Esquivel, 198@mo a quimosina possui maior
poder coagulante que proteolitico, € mais aproprj@ta o fabrico de queijo do que a
pepsina. Industrialmente estas duas enzimas s&adidis em misturas cujas proporcoes
variam conforme as formulas comerciais. Quanto maiquantidade de quimosina na
mistura melhor serd o coalho. O facto dos coalhéds acusarem grande poder
proteolitico, apesar de possuirem pepsina, devars@arte a baixa de concentracao
desta e por outro, a sua fraca actividade por estatuar longe do seu 6ptimo de pH.
Devido a escassez mundial de coalho animal temirglo \a experimentar extractos
enzimaticos provenientes do sistema digestivo de®w@animais ruminantes, como 0s
borregos novos, cabritos, porcos e frangos. Contidstomago do frango e do porco
contém unicamente pepsina, em contraste com 0$ g&siricos dos ruminantes que

em regra contém quimosina e pepsina.
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3.LEITE

3.1.CARACTERIZACAO QUIMICA E FiSICA

PROTEINAS

O leite contém dois tipos de proteinas diferentestp a sua solubilidade:
- uma fraccéo soltvel constituida por albuminasinaglobulinas, entre outras

que representam 15 a 22% de teor proteico;

- uma fraccéo coloidal que é instavel, constitggdaum complexo de micelas
de caseina e de fosfato de calcio que represerdera de 78 a 85% do teor proteico

total do leite.

A caseinaé a principal proteina do leite (Scott, 1991 ciontgs, 2005). As
fosfoproteinas; tem elevada quantidade de residpolares o que faz com que sejam,
entre todas as outras proteinas, as mais hidrefgbpossuem elevados teores de acido
glutamico e prolina, apresentam nas suas duasasapeptidicas segmentos com carga
e polaridade diferentes. Distinguem-se umas dasaupelo numero de grupos
fosforilados (Luquet, 1985 cit. Gomes, 2002), g@ksenca ou auséncia de glicidos, de
cisteina, e por apresentarem maior ou menor gréniddefobia. Assim, diferenciamos
quatro tipos de caseinas, conog; (0s2 B € k) em que a sua percentagem varia com o
tipo de leite a que esta associado a presencasémeia de glicidos. Destas destaca-se
em particular a k-caseina, por ser responsavel ¢gedencadeamento do processo de
coagulacdo (Von, 2006). As caseinas ndo se enooigm@adas formam entre 0s seus
diferentes tipos, associagfes estaveis denomirsadasnsdes micelares. A estabilidade
no meio aquoso do leite deve-se ao baixo teor aforfd e a riqueza de glicidos da k-

caseina. A desestabilizacdo pode ser causada feoendes tipos de factores fisico-
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quimicos, como a variacao de pH, variacdo de testyrer ou pela presenca de enzimas.

Este ultimo processo é normalmente utilizado nadalde queijo (Voret al, 2006).

3.2.PROCESSO DE COAGULACAO DO LEITE

A coagulagcédo do leite € uma reaccdo bastante campéan que o leite no
estado liquido se transforma num gel branco ded@mer coalhada ou coagulo. O
fabrico do queijo inicia-se pelo processo de debdstacdo das micelas de caseina, em

especial a k-caseina, e desencadeia todo o prodessoagulacdo formada por uma

rede proteica.

7

Para a coagulacdo ocorrer € necessario que hajaclivagem na ligacéo
Phel05-Met106 da k-caseina (figura 2.11-pp.17)-dadeina é a Unica proteina, que é
uma glicoproteina, contendo galactose, galactosamiacido sialico, contém glicidos,
possui propriedades hidrdfilicas e exibe uma mamubilidade na presenca do ido
calcio, pois as outras caseinass; e as; sdo ricas em fosforo, logo precipitam mais
facilmente (Yahyaoui, 2003 cit. Gomes, 2005). Ocpsso de coagulacdo do leite
consiste na precipitacdo do sistema proteico gahdias caseinas) arrastando consigo
as gorduras, que ficam aprisionadas no coaguloréig.12). Os restantes constituintes
soluveis do leite, tais como as restantes protegnktose, algumas vitaminas e alguns

sais minerais, vao constituir o soro que sera réehoov

A coagulacdo do leite compreende duas fases distinima enzimatica outra
nao enzimatica (Berridge, 1942 cit. Esquivel, 198 fabrico de queijo estas duas
fases sobrepdem-se consideravelmente. A fase etizancarresponde a uma proteolise
muito limitada e especifica das caseinas, poisiea(proteina que se divide é a k-

caseina (Yahyaoui, 2003 cit. Gomes, 2005) a nieelligacdo fenilalanina 105 e
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metionina 106 (Phel05-Met106). Esta ligacao 105-406uito labil (a sua fragilidade
aumenta com o aumento da cadeia de aminoacidds¥eda primeira ligacdo a ser

quebrada pelas enzimas proteoliticas.

Submicelas

i

Moléculas de A

) k caseina VC)V Ay WA,

Submicelas

Caseina

Cadeia
peptidic

O
% Fosfato

Submicelas A B

Figura 2.12 — A-Aspecto molecular da ligagéB;: Localizagdo periférica da k-caseina entre as
micelas (adaptado de Schmidt, 1982 cit. Gomed2R0

No entanto, sabe-se que 0s aminoacidos que setearoama proximidade desta
ligacdo, também contribuem para que se dé a reaggéoira contribuir para a
coagulacdo. Formar-se-ao dois segmentos de natdiésante, um hidrofobico e
basico, designado por paracaseina-k e outro Hidmfe acido, chamado caseina
macropéptideo.O primeiro segmento peptidico fica ligado as outcaseinas e
integrado nas micelas, enquanto o segundo sedifieaindo em solucdo. A medida que
se vai processando a fase de hidrélise da k-cagai@amentando o nUmero de micelas
modificadas e consequentemente a sua agregacastitGem-se cadeias de micelas o
que leva a formacdo de um gel. Estas micelas vaotse cruzando dando origem a
uma rede proteica, até que se atinge um ponto emegiste suficiente k-caseina
hidrolisada para que a interaccdo entre as cadeianicelas atinja um limite. Nesse

ponto, o gel € termodinamicamente instavel e destréformando uma coalhada
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compacta, quando ha uma ruptura fisica. Da-secppegdo da malha de rede proteica,

separando-se da fase aquosa.

Na comparacdo do coagulante de origem animal (cgimas e pepsinas) e de
origem vegetal (cardosinas-proteases asparticas)sa distinguem diferencas durante
0 processo de coagulacdo, no entanto a actividadeofitica € superior no coagulante
de origem vegetal (Cabezt al, 1980 cit. Gomes, 2005). No caso da mistura de
cardosinas com quimosinas, estas ndo apresentamelagao linear, entre o tempo de
coagulacédo e a concentracdo do enzima na coagudachsite, como seria de esperar
uma vez que se estabelece uma relacdo de competitg@oa quimosina e a cardosina

pela banda Phel05-Met106 (Picénhal, 1995 cit. por Gomes 2005) (figura 2.11-

pp.17).

Assim, um bom enzima para o fabrico de queijo ¢are@-se por um elevado
poder coagulante e baixa actividade proteolitistp i€, 0 enzima devera romper
rapidamente a ligacdo Phel05-Metl06 da k-caseiras tar pouca actividade
proteolitica em relacdo as outras caseinas (Rired., 1994 cit. Gomes, 2005). Na
presenca de um excesso de protedlise das casetoae aim abaixamento de
rendimento e/ou aparecimento de sabores amargos.

O fenébmeno de coagulacao pode dar-se também miificagtdo do leite. Ao pH
normal do leite (pH 6,8), as caseinas apresentanexg®sso de carga negativa. Isto
acontece devido a grande parte dos aminoacidossinas apresentarem os radicais
acidos ionizados (COY pois 0s pontos isoeléctricos desses aminoasimsnferiores
ao pH do meio. As micelas estdo por isso carregadgse origina uma repulsao
electroestatica que se op0e a agregacdo micekgregacao resulta do abaixamento do
pH que fara diminuir a repulsdo electroestaticaeeas micelas, pois a maioria dos

aminoacidos das caseinas deixam de estar carregagavamente. Esta diminuigdo
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das cargas negativas fara, também com que os ga@@sais existentes passem para a
solucdo destabilizando, também as micelas. Esteondedcoagulacdo é observado
quando o leite é inoculado com bactérias lacticasnaibado a temperaturas
inconvenientes (20° a 25°C). O acido lactico, prodia fermentacdo da lactose, baixa
progressivamente o pH do leite. Quando se chedh @argximos de 5 da-se floculacao
das caseinas formando-se uma coalhada acida.r&sséotmacéo pode dar-se de uma
forma espontanea, devido a accdo do &cido lacticoyeniente da actividade
microbiana existente no leite. Por essa razdo gutagio acida é, por vezes designada
coagulacéo espontanea.

As propriedades das coalhadas obtidas por uma legdigu enzimatica sao
diferentes das obtidas por coagulacao acida.

Rebelo (1983), citado por Esquivel (1987), car&ders dois tipos de coalhada:

- Coalhada acida € muito delicada, tenra, pelopqueo firme e coesa, possui
textura aspera e granulosa, dificiimente forma ,sar@smo com intervencdo mecanica.
Neste caso, quase ndo tem calcio, o qual sai gobrea de lactato de calcio, que &
soluvel, o que justifica a designacao de coalhadaheralizada.

- Coalhada enzimatica gelatinosa contractil, pastlastica, flexivel e quase
impermeavel, aumentando a sua consisténcia comida s soro, cujo grau de
esgotamento pode ser mais ou menos controladordlaga convenientemente por

intervencdo mecanica, é rico em sais de célcidessoramento nunca é completo.
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4.LiPIDOS

4.1.CARACTERIZAGAO QUIMICA E FiSICA

Nos ultimos anos tem existido um crescente interaastécnica de modificacao
de lipidos. Esta tendéncia deve-se essencialmaontdacto desses materiais serem
obtidos de fontes naturais e de serem importan@&grias-primas para a industria
farmacéutica e alimentar (Oskolkovaagt 2003).

Os lipidos sao biomoléculas orgéanicas de carbadoodenio e oxigénio e séo
estruturalmente heterogéneas, possuem uma redspidailidade na agua, sendo
bastante solUveis em solventes organicos comorofgtanio, éter, benzeno, etc (Castro
et al, 2004). Os componentes mais expressivos dos $figéo os triglicéridos, e suas
propriedades fisicas dependem da estrutura ebdigi#io dos acidos gordos presentes,
estabelecendo ligacdes éster.

Os lipidos simples sao constituidos por acidos @l glicerol (figura 2.13 e
2.14), é considerado um alcool trivalente por piogsés grupos hidroxilo, que reagem

com as moléculas de acidos gordos estabeleceradidég éster.

|H
@) N C- |C—OH
>c -c-C-C-C-C-C-C-C-3=Chl C-OH
OH |
GrupO carboxilo Grupo metilo C- C-OH
|H Grupos
Figura 2.13 —Estrutura geral de um acido Hidroxilo
gordo — acido ladrico (adaptado de
Marqueset al, 1999). Figura 2.14 —Estrutura geral de um
. glicerol (adaptado de Marquesal,

1999).
Por exemplo, existem monoglicéridos que resultanted@cdo entre o grupo

hidroxilo (OH) do glicerol e o grupo carboxilo (C®p da molécula de acido gordo
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com a perda de uma molécula de agua, ou trigliegrise os trés hidroxilos do glicerol
reagem com os carboxilos das trés moléculas desagmrdos.

Os lipidos complexos podem ser constituidos pato&cgordos e glicerol, para
além de outras moléculas nao lipidicas. Se esskcutas forem de acido fosférico, os
lipidos, denominar-se-ao fosfolipidos. Pertenceateste grupo, encontram-se ainda, 0s
lipidos que ndo possuem acidos gordos nem glicewaolp € o caso dos esteroides (ex.
colesterol).

Podem, ainda, ser classificados consoante o prieeeicto das ligacfes a cadeia
de carbono em Monoinsaturadas, como o0 azeite, nhca®&ndoas, amendoins;
Polinsaturadas como os 6leos vegetais e peixedo sEnpeixes azuis como o salmao, o
carapau ou a sardinha e os frutos secos ricos edosagordos Omega-3; as
Saturadas como carnes e produtos lacteos gordie, (tpieijo, manteiga); e as
Transaturadas como os produtos de pastelaria @osalgados, bolachas, batatas fritas
e margarinas para culinaria.

Alimentos como azeite, a margarina, ou Oleo extgiddo constituidos quase
na sua totalidade por lipidos e vestigios de vitashiipossoluveis (A e E).

No caso do azeite, quando colocado a temperaturtis 8°C e 6°C sofre
alteracfes: uma parte mantém-se liquida e amardfati-se do acido gordo oleina; a
outra passa ao estado sélido — sao os acidos gdedmamitina e linoleina.

A estrutura béasica dos lipidos pode ser redesenpadaneio da modificacao
quimica dos &cidos gordos (hidrogenacao), pelasaveda ligacao éster (hidrolise) e
reorganizagdo dos &cidos gordos na cadeia princigak triglicerideos
(interesterificagao) (Castret al.,2004).

Existem, no entanto, casos em que a estruturaipided tem de ser alterada a

fim de adequéa-los a determinada aplicacdo, daidéstria ser a responsavel pelo
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desenvolvimentale diversos processos para manipular a composicaonddsras de
triglicéridos (Lithaaueet al, 2001).

Assim, através da hidrolise obtém-se os produtesAcdos gordos e uma
solucéo rica em glicerol, e também subprodutos mpmessitam de ser removidos,
atraves, por exemplo de destilacdo. Em seguidgyradutos da hidrolise poderdo ser
automaticamente utilizados ou convertidos em oydrodutos.

O processo de interesterificacdo € normalmente egupr para modificar as
caracteristicas e as propriedades dos lipidos/éatrda alteracdo dos grupos glicéridos.
Neste processo, sao utilizados catalisadores mdsaliex. s6dio metalico) que séo
responsaveis por prover a migracdo dos grupos, gEta que os produtos formados
sejam de residuos de acila de acidos gordos distab aleatoriamente (especialmente
utilizado em margarinas).

No entanto, a obtencdo destes produtos, em gemalas suas limitacbes, sem
considerar processos de hidrogenacdo e de fracceoria, e essas reflectem-se nos
catalizadores que sao utilizados, que sdo pousatess e requerem altas temperaturas

para atingir uma velocidade de reaccéo razoavel.

4.2.LIPASES

Nos ultimos anos, o estudo das lipases tem-se caelstadevido aos valores
nutricionais dos lipidos, particularmente devids afeitos metabdlicos associados ao
consumo de glicéridos, que contém niveis substaniéaresiduos especificos de acidos
gordos, levando ao desenvolvimento de novas tegiasiopara a modificagcdo de
lipidos, de modo a aumentar e a potenciar os lmogfpara a saude, que resultam da

ingestdo dessas substancias. Para além deste caspadtional, também estudos
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realizados nos ultimos quatro anos tém permitidanethor conhecimento da estrutura

das lipases e das suas propriedades (Setiag 1996).

CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS

InvestigacOes feitas nas estruturas das lipasedgedes de origem microbiana
(fungos, leveduras e bactérias), vegetais até agnas dos mamiferos, apresentam
grande parte delas uma estrutura constituida par fotha hidrofébica central entre
duas camadas de hélicasamfifilicas (dobra entrelacada e 3 hidrolase), também
comum a maior parte das hidrolases, logo sdo cemaglds hidrolases. As lipases
(hidrolases de triacilglicerol) catalisam a hidsélide triglicerideos insoluveis de
cadeias longas e de outros ésteres ou acidos gostsveis (Pleisst al, 1998) tendo
preferéncia nos substratos de acilglicerol (Castral, 2004). Em contra partida as
esterases restringem-se a ésteres hidrossoluva@sdies carboxilicos.

As lipases podem apresentar uma massa molecularagigeentre 20 a 75 Dka,
uma actividade na faixa entre pH 4 a 9 e em teryrasavariando desde a ambiente até
70°C, estes factores dependem da sua fonte. Soalntente estaveis em solucdes
aguosas nheutras e a temperatura ambiente, no ergeantde parte delas apresenta
actividade optima em temperaturas entre 30 a 4880ipases que apresentam maior
estabilidade térmica sdo as de origem microbias&dl®ovaet al, 2003; Castreet al,
2004).

O centro activo das lipases é formado por umadrédalitica constituida por
aminoacidos: serina, acido asparico (ou glutamechistaina; o residuo nucleofilico de
serina localiza-se no C-terminal da fig® de um pentapeptidealtamente conservado
formando uma B em torno den” designada cavidade nucleofilica. Este é estrdtura

por 8 fitasf} diferentes §1 a 3,) conectadas comoehélices (A a F) (Cygleet al, 1994
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cit. Pleisset al, 1998; Schragt al, 1996; Castret al, 2004; Santarossat al., 2005)

(figura 2.15).

Representa a fitaf;
Hélices enroladas;
Posicdo do C&'

BORlO

Local onde se dara a ligagag

com triade catalitica

Figura 2.15- Representagdo da estrutura de uma lipRseydomona cepadigdadaptado de
Schrag et al., 1996

A hidrdlise do substrato inicia-se com o ataquelaufilico pelo oxigénio da
serina do atomo de carbono carboxilico na ligagderglevando a formagéo de um
tetraédrico, estabilizado pelas ligagdes de hidrimgétomos de nitrogénio de residuos
da cadeia principal pertencente a cavidade de i@iatm &lcool é libertado apds a
formacao do complexo acil-lipase, o qual finalmentédrolisado com a libertagdo dos
acidos gordos e regeneracao da enzima (Cgglalr, 1994 cit. Pleisst al; Castroet al,
2004).

As reaccdes lipoliticas ocorrem geralmente na fexter 4gua-lipido, podendo
em alguns casos impedir que a cinética das reaegmaticas sejam descritas pelas
equacdes de Michaelis-Menten, que sdo validas apemareaccdes cataliticas que

ocorram em meio homogéneo. Os substratos lipditicormalmente formam um
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equilibrio entre os estados monoméricos, micelamelsificados proporcionando um

modelo para o estudo da cinética da lipase (Lighatual, 2001).

A determinacéo da estrutura tridimensional propm&iuma explicacdo para a
activacao interfacial. Assim, o centro activo daafie é coberto por uma superficie
interlacada denominada, por vezes por "tampa”. Qudra ligacdo do substrato com a
enzima esta tampa move-se, alterando a forma factl@adenzima para forma aberta,
agora com o centro activo acessivel, e ao mesmpotexpondo uma grande superficie
hidrofobica que facilita a ligacdo da lipase ariisige (Santarossat al, 2005).

As lipases para aléem de quebrarem as ligacoestdee®gle triacilglicerdides
com o consumo de moléculas de agua, também sdaesagda catalizar uma reaccao
reversa, sob as condicdes microaquosas, como ponpdx a formacao de ligacoes
ésteres, a partir de um alcool e acido carbox{éintese de éster) (Oskolkoea al,
2003). Estes dois processos basicos podem ser madasi numa sequéncia logica para
resultar em reaccbes de acidolise, alcoodlise esdsderificacdo dependendo dos
reagentes iniciais.

Quanto a sua especificiadade, as lipases podenivgikr dm 3 grupos: as
lipases nado especificas, comdCandida rugosa, Stapholococcus aureus,
Chromobacteterium viscosume, Pseudomona Bptas quebram as moléculas
acilglicerol, produzindo acidos gordos livres, ghal, monoacilgliceroise diacilglicerois
como intermediarios. Os produtos sdo semelhantepraduzidos por catalise quimica,
mas com menor grau de termodegradacdo devido adetatom na biocatélise ser
inferior; as lipases especificas comgpergillas niger, Mucor javanicu, Shumicola
lanuginosa, Candida lipolyticantre outras, libertam os acidos gordos das pesitée
3 formando produtos diferentes a das anteriora enesmo com catalizador quimico;

e as lipases acido gordo especificas, sdo aquetasap especificas para hidrolise de
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ésteres, cujos acidos gordos sdo de cadeias lamogasdupla ligagdo em “cis” no

carbono 9.

Algumas lipases tém a capacidade de ignorar aeestgpecificidade, nao
actuando sobre os enantiomeros. Desta forma, pade-se que a especificidade e
selectividade do enzima advém da quiralidade domme®u seja, da sua simetria
estrutural que limita a sua accdo em substratos me tenham determinadas
disposicbes espaciais. Desta forma, a catalisendtiza permite criar centros quirais

nas moléculas assim como, distinguir formas enargtias (Litthaueet al, 2001).

4.2.1.PSEUDOMONA CEPACIA

As lipasesPseudomonas cepaciado de origem bacteriana, ndo sao especificas
podendo ter actividade catalitica interfacial. Té&mplicacdes, por exemplo em
detergentes comerciais.

As pseudomonasapresentam uma pequena homologia com as lipases

procarioticas (Litthauertal., 2001) e questiona-se qual sera a sequéncia ad®acido
que funcionard como precursor. Arpigny e Jaege®9q)lcitados por Litthaueet al.
(2001), sugerem uma nova classificacao das lipdsesigem bacteriana: a Familia |
Pseudomona luteolbaixa; subfamilia 2, formada por um grupo conjugd? glumae,
C. viscosum, Pseudomon8$ e as Psepaciacom uma cadeia de 320 residuos. Nas
lipases Pglumaee C. viscosuno precursor esta entre a Ala 44 e Ala 45, a prolina
estard na posi¢do 1Ala aminoacido e na posicd@a+tseudomona cepacia

Comparando a especificidade da enziRseudomona cepacieom as outras
enzimas de origem bacteriana de estrutura semel|leapirtir de ensaios realizados por
Oskolkova et al., (2003), Litthaueret al., (2001) e Santorossat al., (2005), é

verificavel que o comportamento é muito semelhangperfis de temperatura e pH, na
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estabilidade e selectividade do substrato. Destegl@s (em particular Oskolkowet
al., 2003) referem ainda as afinidades das lipasdenasdas, perante os inibidores
(como, acido metilpropandico, acido butandico, @cattandico, acido metil ester
heptandico e o perilenebutanoilamino), referindomnestudo comparativo com
Pseudomona cepacia, Pseudomonas species e Rhiamygag que o inibidor de cadeia
dupla de perilenebutanoilamino fosfanato, tem pésigia na inibicdo das
Pseudomonas cepas e que todos os inibidores organofosfanatos geaiquer
preferéncia inibem &seudomona speciePesta forma, verifica-se que a lipase
Pseudomona cepaci@ bastante selectiva ndo reconhecendo os enanb®reeque a

sua inibicao é restrita a determinados inibidores.

4.2.2. DETERGENTES

Os detergentes domésticos, sdo geralmente codestyior sais de sodio, 0s
mais usados séo tripolifosfato, o tetraborato ellforsato de dodecilbezeno, fosfatos,
apesar de a sua presenca ter decaido bastantdp dms efeitos nefastos dos seus
compostos no crescimento de plantas em rios esoviaa navegaveis e derivados de
alcenos (olefinas) entre outros. Sdo os sais deriaigt alcalinos de acidos gordos —
sabdes (acidos alifaticos constituidos por longaeias de acidos gordos que terminam
num grupo carboxilo) que em solucdo aquosa tem cewaia de hidrocarbonetos
(hidrofobica) e uma extremidade de carboxilatotitica. Devido a esta polaridade as
moléculas de sabdo, envolvem as particulas de gordu sujidade deixando as
extremidades carboxilicas ionizadas apontadas fmeg dissolvendo-se na agua,
resultando uma emulsao e formando micelas. Nuntaties de retratar a actuacao de
um detergente doméstico, que normalmente é utdipada lavagem de roupa, verifica-

se que a sujidade quando em contacto com a schggéxsa contendo detergente, ira ser
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envolvida por anides de sabao, “obrigando-a” adwaiecido, ficando pequenas micelas

(goticulas) suspensas na agua.

5.1MOBILIZAGAO

Um biocatalisador imobilizado pode ser um sé enzomauma mistura de
enzimas (células ou organelos, ou sua combinagéesta confinada a, ou sobre um
material de suporte. Num contexto bioquimico, ahitmacdo, € um termo genérico
usado para descrever a retencdo de um catalizamlogibamente activo, num reactor
ou num sistema analitico. A vantagem da imobilisag&gundo Salist al, (2003), de
um biocatalisador consiste na manutencao biodataljppermitindo a sua reutilizacao e
possibilitando os processos continuos, facilitamaontrolo do processo e optimizacao
do rendimento e a qualidade do produto. Outrasagemis sdo, ndo se misturam com o
produto, e tornam-se mais estaveis. No entantantam-se algumas limitacdes como a
perda de actividade catalitica durante a imobiivagroblemas na transferéncia de
massa, discriminacéo fisica entre o catalizadofl@ao.

Existem diferentes meétodos de imobilizacdo, queepoder, conforme o0s
critérios adoptados. Uma das classificacdes pdssillaseia-se na natureza da

combinacg&o com o suporte (figura 2.16).
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METODOS PARA | MOBILIZAGAO DE

ENzIMAS
Encapsulacéo Ligacéo
Em matri: Em membran Por adsorcao Por ligacdo covalen
(fisica ou i6nica)

No suporte Entre membranas No suport Por ligacao
macroscopicas cruzada entre 0
enzimaeo
suporte

Figura 2.16 Esquema ilustrativo dos métodos de imobilizagderdemas (adaptado de Gomes,
2005).

Reticulagdo com reagentes bifuncionais

Células ouEnzimas podem ser reticulados covalentemente atrdedigacoes
cruzadas (Cross-linking) com reagentes bi- ou fomitionais, como por exemplo
aldeidos, aminas ou diisocianatos, o que resultafarenacdo de agregados
tridimensionais insollveis em &gua. A toxicidadestéde reagentes limita a sua
utilizagcéo, todavia o mais utilizado € o glutarédideque reage com grupos amina dos
residuos de lisina. A reaccao de formagdo da l@édéreversivel e mantém-se estavel

em valores extremos de pH e temperatura (Bickérd@97 cit. Gomes, 2005).

Imobilizagdo em suportes solidos
Os meétodos existentes para imobilizacdo em supedkdos, dividem-se em
dois grandes grupos: a ligacdo a um suporte eaxleisn matrizes porosas. Na ligacao

ao suporte, o biocatalisador é retido a superfieieum sdlido, mediante interac¢des

estabelecidas entre a matriz e o biocatalisador.im@bilizacdo por oclusdo, a
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solidificacdo de uma suspensdo contendo o biosatklr € induzida por meios
quimicos ou fisicos. Deste processo resulta umngelivel em agua, no interior do
qual fica retido o biocatalisador, numa forma cativ

A seleccdo do suporte a utilizar € uma seleccamsidama implementacdo de
um sistema reaccional utilizando biocatalisadomesbilizados. Idealmente, a etapa de
selecccéo da matriz de imobilizacdo devera tomac@mideracdo os dados existentes
relativos a estrutura e actividade do biocatalisadgm método de imobilizacéo
escolhido e as condi¢cbes processuais. Os supartiesnpser classificados quanto a sua
natureza em organicos e inorganicos e quanto argufologia em porosos e nao

porosos (area disponivel da matriz para a ligagadoa biocatalisador).

Ligacéo covalente de enzimas

Este método de imobilizacdo € dos mais estudadosl\ie o estabelecimento
de ligacOes entre os residuos dos aminoacidosotisiet e grupos reactivos do suporte.
Este método origina biocatalisadores mais estanésse registando qualquer remocao
da enzima a partir do suporte numa vasta gama dedigées operacionais. A
metodologia de imobilizacéo inclui processos dévacfio em etapas multiplas, para a
formacdo das ligacGes covalentes. A maioria do®doétprivilegia o estabelecimento
destas com o grupo amino (de Lys), carboxilo (dp Asle Glu), hidroxilo (de Ser e
Thr), tiol (Cys) e fenol (Tyr). Embora, uma das aras vantagens deste suporte seja o
seu cardcter inerte, esta caracteristica difiltanobilizacdo de enzimas por ligacdo

covalente.
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Método de oclusdo

Neste método de imobilizacdo o biocatalisador dimado ao interior de uma
matriz, sem que seja estabelecida qualquer ligagaoica. No decurso do processo de
imobilizacdo poderdo ocorrer variacoes de tempexrabu de pH, ou podera haver
exposicao do biocatalisador a compostos quimicossaiyos. Por estas razdes é de
esperar que tal possa traduzir em alguma desa&tivac

Mas o0 uso deste método apresenta principalmendéxa bstabilidade mecéanica
e a reduzida longevidade do gel, o qual pode sgruddo devido a crescimento celular,
aquando da imobilizacdo de células metabolicamaciigas e em crescimento, ou a
libertacdo de C® Tambem, se podem verificar algumas limitacOesifsigtivas a
transferéncia de massa, dado que esta ocorre gpendsusdo molecular, tornando-se

mais relevante nos processos aerobios.

Adsorcéo e ligacao idnica

Método mais antigo e simples para imobilizacaoidedtalisadores, consiste na
adsorcdo a um suporte soélido (ex. carvéo, celigro} sem qualquer modificacao
prévia da matriz ou do biocatalisador e simplesa paobilizacdo de biocatalisadores. A
retencdo do biocatalizsador na matriz deve-seagdies fracas, do tipo Van der Walls,
hidrofébicas, electrostéticas ou ligagbes de hiéiniy Para que a imobilizagdo ocorra
basta colocar o biocatalisador em contacto comteaznam condi¢des seleccionadas de
pH, forca idnica, natureza do tampéo e temperafuiua aplicagédo € limitada dada a
natureza reversivel da ligacdo entre o catalizader matriz. A adsor¢cdo pode ser
causada por alterac6es conformacionais da proteimeelas condigdes hidrodindmicas

do sistema reaccional.
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B —MATERIAIS E METODOS

B-I- MATERIAIS

1.1.INFLORESCENCIAS DE CYNARA CARDUNCULUSL .

Utilizou-se uma mistura de extracto das floreCgaaracardunculus colhidas
no Barrocal Algarvio e Campina de Faro, entre mgatto Junho e finais de Julho de
2003.

Esta colheita foi realizada, por Mafalda Gomesguado a mesma, “as plantas
colhidas apresentavam evidente desenvolviment@stiggmas de cor lilas e 0 modo de
colheita utilizado foi o corte dos estiletes aoehidos estigmas, seleccionando as
inflorescéncias com interesse, evitando as brjcésague estavam no final da floracao
e as mais abertas” (Gomes, 2005).

Apoés a secagem em local seco, escuro e arejadodobegia tradicional), o
material foi moido (reduzido a poO) e posteriormgnt®nservado em frasco

hermeticamente fechado. O qual foi utilizado a@todeste trabalho.

1.2.LEITE

O leite utilizado nos ensaios deste trabalho féigor” do dia.

1.3.MARGARINA

Utilizou-se margarina comercial, “Planta — f4cil lohrrar’, a mesma apresenta-
se como “um creme vegetal para barrar a 59% eososeguintes ingredientes: Oleos e
gorduras vegetais, agua, sal (1,7%) emulsionam¢ettifa, mono e diglicéridos de
acidos gordos), soro de leite em pd, conservamddto de potassio), regulador de

acidez (&cido citrico), aromas, vitamina E, cordfitecaroteno), vitamina A e Vitamina
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D. A composicdo do produto resulta de uma selead@odleos continuamente

optimizada”. Esta caracterizacao € da responsabéidia empresa que vende a marca.

1.4.PSEUDOMONA CEPACIA
A Pseudomona cepaci@i adquirida para esta actividade, na Fluka Ckami
que recomenda que a enzima seja preparada tendontéana sua actividade enzimatica,

que neste caso é 0,05U/g.

1.5.DETERGENTE

O detergente doméstico utilizado € da marca “Pregioembalagem faz
referéncia aos ingredientes e descreve-os da s$egforma: 15 a 30% Zedlitos,
Tensoactivos anionicos; até 5% Policarboxilatospsdactivos néo-idnicos, sabéo,
perfume, enzima, Branqueador Optico, Botylphenythylipropinal, Hexyl Cinnamal e
Benzyl Salicylate.

Na embalagem, faz ainda uma sugestdo das dosagmmendadas tendo em
conta a dureza da agua.

Salienta-se que, este detergente foi o escolhme,gpmparativamente a outras
marcas do mercado como “Blanka-Oxi-action”, “Blarkand”, “OMO”, “Tide", entre
outras, que se referiam especificas para tratanmdatsujidade (gorduras), foi a que

apresentou resultados mais favoraveis.

1.6.COALHO COMERCIAL
O coalho comercial liquido, foi adquirido numanfidicia, esta referenciado com
a marca “FABRE, LDA “ —* fabrico de queijo”. O Bao conta-gotas tem a capacidade

de 30 ml, a qual € aconselhada para 150 ml de feitgarca sugere a seguinte forma de
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usar: “Para 5 litros, usar 20 gotas de coalho n@eimede usar de coalho. O leite deve
ser aquecido a 30 °C e mexer durante dois minD&igar em repouso durante 30 a 40
minutos. Caso deseje a coalhada pronta rapidoe jumiis coalho. Para melhor

conservacao do coalho manter o frasco fechado esthflesco e seco”

O coalho ndo passou por nenhum tratamento espwialser utilizado neste

trabalho, foi directamente retirado do frasco.

1.7.REAGENTES E SOLUCOES

MATERIAIS (MATERIAL BIOLOGICO , MEIO DE CULTURA, REAGENTES
UTILIZADOS ):

* Alginato de sédio;

Solugdo tampéo de Acetato a 1,1 M pH —4,5; 58; 6,

Solucéo de Cloreto de Célcio a 1% e outra a 2%

Solucéo de Hidroxido de Potassi®,1M;

Solucéo de Etanol-acetona a 50%;

Indicador de Fenolftaleina;

Solucdo de HCl a 0,1mM.

B-Il —METODOS

2.1. PREPARACAO DO EXTRACTO ENZIMATICO DA FLOR DA  CYNARA
CARDUNCULUS
Preparou-se solugédo de extracto de floresCgilnara cardunculuscom uma

concentracdo de 0,15g/ml, obtida a partir da ineed&i15 g de cardo seco e moido (ja
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previamente preparado) em 100 ml de agua destiaska mistura foi mantida em
repouso durante 1 hora a temperatura ambiente.dgonda, foi filtrada em funil de

buckner com papel de filtro Whatman n® 4 e bombavd@®io, obtendo-se assim o
extracto enzimatico, utilizado nos ensaios. A s@ugbtida foi guardada no frio a

(4°1C) (Gomes, 2005).

2.2.PREPARACAO DA SOLUCAO DE INDICADOR DE FENOFTALEINA
Preparou-se 100 ml de solugdo de fenolftaleinal®o Qjissolvendo 0,1g de
fenolftaleina em 100ml de &gua destilada. Essa&olé um indicador de pH com uma

zona de viragem pH a 8,2 (incolor) e pH a 10,0dpia).

2.3.PREPARACAO DO ENZIMA LIPASE PSEUDOMONA CEPACIA

Preparou-se uma solucdo com a concentracao de/ipJOtlg Pseudomona
cepacia dissolvendo-se 1 mg em 10 ml de agua destilasta. $6lucéo, para facilitar a
dissolugcdo do enzima, foi agitada num agitador r@agm a 250 rpm durante 2
minutos. Em seguida, essa solucdo foi colocada gpenelorfs contendo 2 ml da
mesma, as quais foram, depois congeladas attC3°Sempre que fossem necessarias,

as mesmas eram retiradas pelo menos com uma hardededéncia.

2.4.PREPARAGAO DA SOLUGAO DE DETERGENTE DOMESTICO

Preparou-se uma solucdo de detergente a 2% (psgphebndo-se 2g de
detergente em 100 ml de agua destilada. Esta sofacAomogeneizada num agitador
magneético a 200rpm e teve de ser feita diariamerd® que 0s enzimas perdiam a sua

actividade, mesmo quando guardada a frio£43C
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2.5.COAGULACAO DO LEITE

2.5.1. DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE DO EXTRACTO ENZIMATICO DA FLOR

DA CYNARA CARDUNCULUS

Colocou-se 50 ml de leite gordo e adicionou-sel88 extracto enzimatico da
flor da Cynara cardunculuq0,15g/ml) a temperatura de 37°C. Foram registaos
tempos de coagulagéo (tendo em conta o inicioie) & partir de uma leitura visual,
até ao aparecimento do soro.

Os ensaios para o estudo de diferentes pH forahzadas pela adicdo de
NaOH 1M (béasico) e a adicdo de acido lactico a §&étdo). ApGs a preparacdo das
solugbes foram medidos o pH e colocadas a difeset@mperaturas (temperatura
ambiente, 37°C e 55°C). Em seguida, adicionou-sel &® extracto enzimatico da
Cynarae a partir desse momento o tempo de coagulacddodioi controlado até a

obtencéo da coalhada, com observacéo da obtenc@vae

2.5.2. DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE DE UM COALHO COMERCIAL DE
ORIGEM ANIMAL

Foram realizados ensaios de determinacdo do tempmagulacdo do leite
utilizando 0,2 ml de coalho comercial de origenmaali

Estudou-se o tempo de coagulacdo deste enzima lantgguem pH e
temperaturas diferentes, tendo-se observado etaégjso fim da coagulacdo com a

formacéo do soro.
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2.5.3.METODO DA IMOBILIZAGAO COM ALGINATO DE SODIO

FUNDAMENTACAO DO METODO
O estudo realizado baseou-se no método de imadlizpor retencao fisica, que
consiste na oclusdo dos biocatalisadores. Este dmééo aplicavel a todos os

biocatalisadores, sendo mais usado na imobilizdea#lulas.

O nome de alginatos é dado aos diversos sais de algjirico, um polissacarido
constituido por acido manurénoico e gulurénico qoerre em varios tipos de algas e
produzido extarcelularmente por diversos microrgiais. O método de oclusdo em
alginatos baseia-se no facto de contra-ides moeotes (Nae K') produzem alginatos
soltiveis em &gua, enquanto que espécies polivalg@a **,Sr *, Ba ', etc...)
originam géis.

O método consiste em juntar o biocatalisador a solacdo de alginato de
sbdio, a qual é adicionada gota a gota a solucéosagcontendo ides polivalentes,
neste caso de calcio. Por troca i6nica ocorre diogefo. E necessario incluir uma
concentragdo minima de i6es de calcio nos meios andatriz vai ser usada e evitar a
presenca de agentes quelantes, para o célcieptais EDTA e o 4cido citrico para ndo
ocorrer troca de ides monovalentes e consequentenzersolubilizacdo da matriz

(figura 2.17).
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com ocluséo de
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Figura 2.17.Diagrama indicando a ocluséo de biocatalisaddxdatado de Ferreira, 1998).

2.5.4. OCLUSAO DE EXTRACTO ENZIMATICO DAS FLORES DE CYNARA
CARDUNCULUS OU DE COALHO CORMECIAL DE ORIGEM ANIMAL

Foram dissolvidos 0,22g de alginato de sédio emmlOde agua destilada
(temperatura de 20 a 25°C), num tubo de ensaiogur®x com uma vareta, até a
solucao ficar homogénea, formando um gel.

Adicionou-se em seguida:

- No caso da imobilizacdo do extracto enzimaticlatada Cynara cardunculus
—1mi

- No caso da imobilizacdo de coalho comercial dgear animal — 0,2ml;
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A mistura resultante foi transferida, gota a geta, intermédio de uma seringa
(100 ml) para uma solucéo agitada de 100ml detolate céalcio a 2% (p/v) em agua
destilada. As esferas formadas na solucdo de ,C&hm mantidas em agitacao
(250rpm) durante cerca de 15 a 20 minutos, pardapse completa a gelificacdo. Em
seguida, as esferas foram recolhidas e lavadassotugao tampao acetato de pH 4,5 e

por uma solucdo de Ca 1%, por ultimo foram recolhidas para um papsbalente.

2.5.5. [ETERMINAGAO DA ACTIVIDADE COAGULANTE DO EXTRACTO

ENZIMATICO DA FLOR DE CNYDARA CARDUNCULUS E DO COALHO COMERCIAL DE

ORIGEM ANIMAL NA FORMA LIVRE E IMOBILIZADA

PROCEDIMENTO COM_O EXTRACTO ENZIMATICO DA FLOR DE CYNARA

CARDUNCULUS

Colocaram-se em 2 séries de copos de precipi&@anl de leite gordo (estes
ensaios foram realizados em triplicado). Em seguaam colocados em banho-maria
a temperatura de 37°C, quando o leite atingiu tswperatura, foram colocados o0s
enzimas do extracto de flor da Cyaaardunculusna forma livre (série I) e na forma
imobilizada (série Il).

A partir desse momento, o tempo de coagulacdoaa am dos ensaios foi
controlado até a obtencédo da coalhada por formde&mro, sendo registado o tempo

inicial e o tempo final da coagulacéo.

PROCEDIMENTO COM O COALHO COMERCIAL DE ORIGEM ANIMAL

A metodologia utilizada foi a mesma que a antedom o extracto enzimético

da flor daCynara cardunculusalterando-se neste caso, para coalho comercial de
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origem animal. Foram também, feitos os registoted®o no inicio da coagulacéo e do

final da mesma.

2.6.HIDROLISE DOS LiPIDOS

Foram feitos diversos ensaios para testar a hégr@le varios lipidos, como a
manteiga, o Oleo e o azeite, em meios de pH difeserutilizando os enzimas

Pseudomonas cepactgaos enzimas existentes num detergente comercial.

2.6.1.HIDROLISE DE LIPIDOS (MARGARINA OU OLEO OU AZEITE ) USANDO AS
LIPASES PSEUDOMONA CEPACIA E AS EXISTENTES EM DETERGENTE DE USO
DOMESTICO.

A —SOLUCAO DAS LIPASES

Preparacdo das solucbes de detergente comercesd lRsdudomonas cepacia

(0,01g/ml)como referidos nos pontos 2.3 e 2.4.

B —ENSAIOS DE HIDROLISE

Colocou-se 40 ml de uma das solu¢des tampéo acsataiferentes pH (6,1;
5,5; 4,5) ou 4gua destilada (pH 6,6), adicionowese seguida, 10 g (ou 10ml) de
substrato, e por ultimo 10 ml de enzima, colocaselem banho-maria a 40°C.

Retirou-se, tomas de 2ml em triplicado, de 10 éminutos do vaso reaccional
e colocou-se em gelo durante 1 minuto. Em segdatam adicionadas a 10 ml de
solucéo acetona/etanol 50% (v/v).

Foi medido pH, de cada uma das amostras e registad

Repetiu-se 0 mesmo ensaio, utilizando o detergamtercial (2% (p/v)).
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2.6.2.METODO DE IMOBILIZAGAO COM ALGINATO DE SODIO
O método de imobilizacdo como foi referido antemiente, funciona com a
ocluséo do biocatalizador numa rede de esferakyohatm, permitindo desta forma a

sua reutilizacao.

PROCESSO DE HIDROLISE DE LIPIDOS USANDO AS LIPASES DE PSEUDOMONA

CEPACIA E DE DETERGENTE IMOBILIZADAS

O procedimento de imobilizacdo dRseudomonas cepacigf,01g/ml) e do
detergente (2% (p/v)) foi idéntico ao descrito erh.2 (imobilizagcdo do cardo e do
coalho comercial) utilizando as quantidades deeld# 0,2 ml respectivamente.

Colocou-se 40 ml de agua destilada, adicionon-sgbstrato, 5 g de margarina,
e por fim o enzima imobilizado, a restante partexsaio foi semelhante ao referido no
procedimento anterior (2.5.5), retirando de 10 &minutos tomas de 2 ml, colocando-

as em gelo (1 minuto) e adicionando-as a solucaatml/acetona 50% (v/v).
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C —RESULTADOS E DISCUSSAO

C-l —REACCAO ENZIMATICA DE COAGULAGCAO DO LEITE

Foram realizados ensaios preliminares para avaliaifluéncia do pH e da
temperatura na actividade dos enzimas presentesxtracto da flor de Cyra

cardunculuse no coalho comercial de origem animal.

A actividade enzimatica foi quantificada pelo teng@obtencdo da coalhada —
tempo de coagulacédo — apoés a adicdo do enzimat@ockemo descrito (B- Materiais e

Métodos).

Na determinacdo do tempo de coagulacdo, destacwmaduas fases de
observacdo, o inicio da coagulacdo propriamenta, dibm o aparecimento da
floculacdo, e a fase final da coagulacdo definidango o soro que se liberta da
coalhada se torna incolor, o que permite afirmar gucoagulacao tinha terminado o

tempo (Rebelo, 1994 cit. Gomes, 2005).

A coagulacdo do leite pode ocorrer por acidificacho leite ou por accao
enzimatica, como referido anteriormente.

A temperatura é outro factor relevante que intervéan coagulacdo, visto
influenciar a actividade dos enzimas. O extractaineatico das flores d€ynara
cardunculusapresenta estabilidade a elevadas temperatuttas. é&zimas presentes na
flor do cardo, a temperatura + 55°C, segundo Barltd83), citado por Gomes (2005)
comportam-se de uma forma estavel. No entantomperatura de fabrico da maior
parte dos queijos varia entre (28-30°C), afastaedtrastante desta temperatura de
accao da flor do cardo, havendo assim uma coagulagds lenta (Barbosa, 1983 cit.

Gomes, 2005).
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Com a finalidade de estudar enzimas com capacidea®agular o leite e que séo
utilizadas desde sempre no fabrico do queijo, zeaim-se ensaios de determinacdo da
actividade enzimatica através da quantificacaedgd de coagulacdo do leite.

Este estudo enzimatico foi encarado na perspectlea aquisicdo de
conhecimentos cientificos nas reacc¢des bioquimecasnsferéncia para o ensino do 3°
ciclo de conhecimentos fundamentais da funcdo desn@as nas reaccdes metabolicas

que integram o programa curricular das disciplidasCiéncias Naturais e Fisico-

Quimica.

1-DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE DO EXTRACTO ENZIMATICO DA FLOR DE
CYNARA CARDUNCULUS

Foram realizados ensaios de coagulacéo do leiteocextracto da flor do cardo
a diferentes temperaturas (temperatura ambienf€&; 8755°C) e a diferentes pH no
intervalo de 3 a 10. Os tempos de coagulacdo pmrdiferentes condicbes foram
registados nas tabelas,C; e G Utilizou-se o acido lactico a diferentes concegiies
para acidificar o meio da reaccao e o hidroxids@#o para alcalinizar, de acordo com

o descrito em materiais € métodos.

Tabela C, — Variagdo dos tempos de coagulacéo do leite gifeeentes pH e a temperatura de
37°C, utilizando o extracto enzimatico @gnara cardunculusOs valores sdo uma média de trés

réplicas.
pH Tempt()n?iﬁuigz?ulagao Caracteristicas da coalhada
6.7** / Nao se observou coagulacéo
6. 7% 15.95 Coagulo consistente formacéo de
soro.
9.6** / Nao se observou coagulacéo
9,6* / N&o se observou coagulacéo
10.8** / N&o se observou coagulagédo
10.8* / N&o se observou coagulagdo | = €OM
5.4** 1,05 Coagulo dissociado em flocos S*n2|ma
5.4* 0,20 Coagulo dissociado em flocos Sem
3.8** 0,05 Coagulo dissociado em flocos enzima
3.8* 0,15 Coagulo dissociado em flocos
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Analisando a tabela ;C verificou-se que em solucdes de pH alcalino @.6
10.8), ndo se observou a formacéo de coagulosiesanra do extracto enzimatico da
flor da Cynara cardunculusNo entanto, em meio acido (3.8 e 5.4) verificouss®a
coagulacdo sob a forma de flocos (coagulacdo daéfc com e sem adicdo de
extracto enzimatico, sendo esta atingida num mtropo, quase de imediato apos a

adicao do acido.

Com o valor de pH natural do leite (6.7) sem adigaoqualquer reagente, o
tempo de coagulacao foi, aproximadamente, dezasseigos e a coalhada apresentou-
se como um gel com textura firme e consistent@reliciando-se da observada a um

pH é&cido.

Tabela G, — Variacdo dos tempos de coagulacdo do leite pégeedtes pH e a temperatura
ambiente, utilizando o extracto enzimatico@laara cardunculusOs valores sdo uma média de
trés réplicas.

pH Tempo de coagulagdo| Caracteristicas da coalhada
(minutos)
6.7** / N&o se observou coagulacdo
6.7* / N&o se observou coagulacéo
9.6** / N&o se observou coagulacéo
9.6* / N&o se observou coagulacéo
10.8** / N&o se observou coagulacéo
10.8* / N&o se observou coagulacdo
5.4** / N&o se observou coagulacéo
5.4* / N&o se observou coagulacéo
3.8** 120 Coagulo dissociado em flocos
3.8* 115 Coagulo dissociado em flocos

* - com enzima
** - sem enzima

Os ensaios realizados a temperatura ambiente eg{#@ssos na tabela, C
verificando-se que néo existe actividade enzimatizservavel a temperatura ambiente.
A actividade coagulante observada para pH 3.8 pedetribuida a acidificacdo que
conduzira a desestabilizacdo das micelas e faraguena repulséo electrostéatica entre
as cargas negativas das micelas diminua, formanda@aégulo pouco consistente e

praticamente sem soro (Vemal, 2006).
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Analisando a tabela {Conde sdo apresentados os resultados dos ensaios d
coagulacéo realizados a temperatura 55°C, vesgcque o leite, a um pH neutro, na
presenca do extracto enzimatico de cardo coaguimahdo uma coalhada consistente.
Em meio acido observa-se a formacédo quase imedigatan coagulo fragmentado em
flocos e fragil, como observado a temperatura @€ 37a temperatura ambiente. Este
facto, sugere claramente que o efeito da floculag&dio formacédo do gel se deve a

acidificacdo do meio, sendo independente da teriyvardo ensaio.

Tabela C; — Variagdo dos tempos de coagulacéo do leite pagaediies pH e a temperatura de
55 C, utilizando o extracto enzimatico @gnara cardunculusOs valores séo uma média de trés

réplicas.
pH e d_e coagulacdo Caracteristicas da coalhada
(minutos)
6.7** / N&o se observou coagulagéo
6.7* 6,40 Coagulo consistente
9.6** / N&o se observou coagulagéo
9.6* / Nao se observou coagulacéo
10.8** / Nao se observou coagulacéo
10.97 / Nao se observou coagulacéo
5.4** 1,50 Coagulo dissociado em flocos
5.40 Imedlz(;\jt(()) :532 adigdo Coégulo dissociado em flocos
3.8** 0,15 Coagulo dissociado em flocos
3.80 Imed|z(;1jt(()) :532 adigdo Coégulo dissociado em flocos

* com enzima
** sem enzima

Na figura 2.18, sdo comparados os valores dos tenpeoagulacdo expressos
nas tabelas e G, relativamente ao factor temperatura. E notori@, ocorreu o menor
tempo de coagulagéo para a temperatura de 55°@n&zdarbosa (1983) citado por
Gomes (2005), a esta temperatura os enzimas dddleardo comportam-se de uma
forma estavel, o que permite afirmar que é a estgeratura que o enzima atingira o
seu ideal em termos térmicos. Nos resultados abtiderificou-se que a essa

temperatura a coagulacao é quase imediata, apica®m alo enzima.
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Verificou-se ainda, pela interpretacdo do grafitgua 2.18), que o tempo de

coagulacdo sera tanto menor quanto menor for opstuAssim, esta coagulacéo

(coalhada éacida) formada, comparativamente a cag@olformada por presenca do

extracto enzimatico das flores & mais floculosa) omenos soro e menos resistente.

16
14
12
10
Tempo de
coagulagac 8- O Temperatura 37°C
(minutos) 6. B Temperatura 55°C
4,
2,
O,
6.7 5.4 3.8
pH

Figura 2.18 —Variacdo do tempo de coagulacdo com extracto dessfdaCynara cardunculus
em diferentes pH e temperaturas. Os valores apgeskEnrepresentam a médi@rro padrdo de

trés réplicas

Ainda relativamente ao factor temperatura, venfise que a temperatura
ambiente s6 houve coagulacdo nos meios com acal8z8cde apresentando um tempo
de coagulacdo na ordem dos 120 minutos. As restantacdes durante o decorrer da
experiéncia (4 horas), ndo apresentaram coagula@iica-se actividade enzimatica

crescente com as temperaturas de 37° e 55°.

2-DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DO COALHO COMERCIAL DE ORIGEM
ANIMAL

O coalho comercial de origem animal possui 0 enziumenosina, também
designada por renina. Este enzima € muito especifiidrolisando a ligacdo

fenilalanina-metionina da k-caseina. O seu papallfigico é muito restrito, pois serve
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unicamente para coagulacao do leite nos animaiesp@® no seu periodo de lactacéo.
A quimosina actua especificamente como agente tmatgu do leite de vaca,
apresentando um pH optimo proximo da neutralidpéieq.2-6.4). A quimosina possui
maior poder coagulante do que proteolitico, senoioigs0 mais apropriada para o
fabrico do queijo. Assim o coalho comercial semdtdamelhor quanto maior for a
quantidade de quimosina.

Ainda nos ensaios preliminares foram feitos estis#goselhantes aos realizados
com o extracto de flor d&€ynara cardunculusmas utilizando coalho comercial de
origem animal. Pretendeu-se neste estudo determairatividade deste enzima em
diferentes pH (6.7-11.1) e temperaturas (tempexatumbiente, 37°C e 55°C). Os

tempos de coagulacdo para as diferentes condigta® fregistados nas tabelas, €C
Cs).

Tabela C4 —Variagao dos tempos de coagulacao do leite pdesedtes pH e a temperatura de
37°C, o coalho animalOs valores sdo uma média de trés réplicas.

pH Tempo de coagulagéo Caracteristicas da coalhada
(minutos)
6.7+ / N&o se observou coagulacdo
6.7* 12,40 Coagulo consistente
8.7 / N&o se observou coagulacao
8.7 / N&o se observou coagulagao
11.1+* / N&o se observou coagulagao
11.1* / N&o se observou coagulacdo
5.5 0,50 Coagulo dissociado em flocos
5.5¢ 0,20 Coagulo dissociado em flocos
3.7 0,15 Coagulo dissociado em flocos
3.7* 0,50 Coagulo dissociado em flocos

* com enzima
** sem enzima

Verificou-se que os resultados dos tempos de cag8ol para o coalho
comercial sdo muito semelhantes aos do extractonatizo das flores d&€ynara

cardunculus como verificado na figura 2.19. Contudo, o coatbmercial apresentou

uma velocidade de actuacdo enzimatica ligeirangrgerior, nas condicdes testadas. E
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de realcar que a concentracdo de cada um dos engifnadamental na comparacéo de

diferentes tipos de enzimas.

16+
14
12

Tempo de 101
coagulacdo 8-
(minutos) 6

44

@ Cynara cardunculus

m coalho comercial

2
0-

6,7 55 3,7
pH

Figura 2.19 —Tempo de coagulagdo do extracto das flore€yteara cardunculug do coalho
comercial a temperatura de 37°C em diferentes ¢dadide pH.

Estes ensaios foram também realizados para a taetupen 55°C e temperatura

ambiente apresentados na tabegja C

Tabela G — Actividade do enzima de coalho comercial a diferentes tenyas (temperatura
ambiente e 55°C) e a diferentes. @bk valores apresentados apresentam uma médiasde tré

réplicas.
Temperatura ambiente Temperatura 55°C
Tem o Tem
PH cozgsggéeo Caracte,r EiEE5 6 coeagﬁﬁa\géeo Caracteristicas do coagulo
(minutos) BeEgle (minutos)
6,7** / N&o houve coagulagad / N&o houve coagulacdp
6,7 / N&o houve coagulagéq 5,20 Coagulo consistents
9.6 / N&o houve coagula¢ad / N&o houve coagulacdp
9,6* / N&o houve coagulagéq / N&o houve coagulacdp
10.8* / N&o houve coagulagad / N&o houve coagulacdp
10,8* / N&o houve coagulagda / N&o houve coagulacdp
5.4+* / N&o houve coagulagado 1,05 Coalhada floculada poucg
resistente
5.4* / Iniciou-se a coagulagad Imediatamente Coalhadaneatada
3.8 190 Houve coagulagéo 0,05 Coalhada fragmentadh
3.8* 115 Houve coagulacéo Imediatamente Coalhada fragmentafla

* com enzima
** sem enzima

Observando os resultados obtidos através da té&lgelerificamos que para a

temperatura de 55°C, o enzima apresentou um memgot de coagulacao do leite, e

52



Capitulo Il — Revisao Bibliogréafica, Materiais, Mébs, Resultados e Conclusdes

em meios acidos ha uma aceleracao da formacacatteada (coalhada acida), tal como

registado para os enzimas da flor do cardo.

Podemos constatar, que a actividade enzimaticayéastrda observacdo da
coagulacéo, do extracto de origem vegetal, cardegextracto enzimatico das flores da
Cynara cardunculuse do extracto de origem animal - quimosinas {gmabmercial) é
ligeiramente diferente, a accdo do agente coagutamtiosinas é mais lento do que com
quimosinas. (Cabezet al, 1980 cit. Gomes, 2005; Salgueiro, 1980 cit Esgjui987).
Desta forma, € aparente que a quimosina, é ligemgeammais eficaz na sua actuacao a
essas temperaturas e para as concentracdes tedtadastanto, a primeira fase da
identificacdo da coagulacdo, a formacédo de flodwsemtes as paredes dos copos de

precipitacdo, é mais rapidamente visivel com caekibrde origem vegetal.

Relativamente ao pH verificou-se que os temposodguacédo obtidos com o
coalho comercial sdo semelhantes aos resultado® @xtnacto deynara cardunculus
Como ja referimos, a quimosina é um enzima muipeedico hidrolisando a ligacéo
fenilalanina/metionina da k-caseina e apresentaptimoptimo préximo do neutro.
Destaque-se ainda, que 0 extracto enzimatico dipcarestavel a temperaturas altas,
mantendo uma actividade enzimatica até cerca dé {Barbosa, 1983 cit. Gomes,

2005).

Os gueijos normalmente sao produzidos a tempesatonais baixas, dai o
processo de coagulacdo na presenca de extracftodmsdeCynara cardunculuser
mais lento do que o coalho comercial. No entantogasaios tecnolégicos em queijos
da Serra feitos com estes dois enzimas coagulasgesielhores resultados quanto a
consisténcia, aroma e sabor foram obtidos pelaaetxtrvegetal do cardo (Barbosa,

1983 cit. Gomes, 2005).
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3-|MOBKZAQAO DOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE ORIGEM ANIMAL E

VEGETAL

3.1. METODO DE IMOBILIZAGAO

Como ja foi referido, este método consiste em exudap 0s enzimas no interior
das esferas de alginato. Este suporte favorecagulagdo do leite devido a presenca
do ido calcio, importante como estabilizador dasefas de caseina.

Foram comparadas as actividades dos dois enzinwdslimados em alginato, o
extracto de flores d@ynara cardunculug0,01g/ml) e o coalho comercial (0,2 ml) com

0s enzimas na forma livre.

Estas esferas contendo o enzima foram colocaddsitena 37°C e registaram-
se os tempos de coagulacao (figura 2.20). Verifgmumais uma vez que 0S enzimas
do coalho comercial sdo mais eficazes, obtendarsenenor tempo uma coagulacéo,

mesmo quando imobilizados.

Observa-se que a imobilizacdo das enzimas nacademttividade enzimatica,
ocorrendo coagulacéo do leite, embora com umaetifar temporal ndo significativa. O
enzima imobilizado permite a sua reutilizacdo. Foraalizados ensaios com as esferas
de alginato apds terem sido conservadas aX°@urante varias semanas, verificando-
se que 0s enzimas promoviam igualmente a coagutigdte. Assim, a imobilizacao
por oclusdo com o alginato de sddio ndo interfareaagulacéo do leite podendo trazer
grandes vantagens nas queijarias ou até mesmo etextmo sala de aula, em que
ajudard & compreensao do conceito de enzima cotalisador bioldgico, que intervém

na reaccdo sem se consumir.
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201

181 @ Cynara cardunculus livre
16
14 m Cynara cardunculus
Tempo de 121 I imobilizada
coagulag&o 10+ | O Coalho comercial livre
(minutos) 84 :
61 O Coalho comercial imobilizado
41
2,
O’

Figura 2.20— Actividade enzimatica dos enzimas de extractbades deCynara cardunculug
coalho comercial na forma livre e imobilizada.

3.2. FROCESSO DE COAGULAGAO NUM REACTOR CONTINUO

Este processo de coagulacéo do leite em contddupode funcionar quando se
conseguem separar em duas fases daquele procesaod@se assim o0 entupimento
do reactor pelos flocos do leite coagulado. Esparagedo das fases de coagulacdo pode
ser obtida por diferencas de temperatura. No emtaw@ste trabalho foram realizados
ensaios em que essa diferenca de temperatura n&ieava, para que se pudesse
comparar.

Foram feitos ensaios continuos com o leite a teatper de 37°€1 e de 4°&1.

Os ensaios de coagulacdo em continuo foram reafizasbm enzimas
coagulante imobilizados de extracto enzimatico fittags deCynara cardunculuse
com coalho comercial de origem animal, tal comertsios ja descritos.

Foi elaborado um pequeno reactor, com uma se(B@anl) - colocando um
material poroso na extremidade e colocando asassfie alginato de forma a que seja
constituido um leito fixo, e que haja a retencé® ekferas de alginato na coluna (figura

2.21).
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Iniciou-se o fluxo de leite a 37°+T determinando o tempo de residéncia do
leite, para o caudal escolhido. Determinou-se gtede coagulacdo fazendo a recolha

do leite a 37 C, apds passar na coluna.

Legenda da figura esquematica:
1- Bureta com leite

2- Seringa de 60 ml;

3- Esferas de alginato com a enzima aprisiongda
4-  Banho-maria a 37°C
5- Placa de aguecimen

Figura 2.2 —Representacdesquematica do reactor para um sistema de coagutagdinua
do leite.

Foi realizado o mesmo procedimento experimentaici@thndo o leite a
temperatura de 4%1 para avaliar a influéncia da temperatura no moonda reaccao
enzimatica.

Verificamos que quando o leite é introduzido nccreaa temperatura de 4°C
(primeira fase), passando pelas esferas contergkdracto enzimatico imobilizado e
recolhido a temperatura de 37°C (segunda fasepnabse um fluxo fixo (com um
caudal previamente determinado) e comeca-se arantéanpo de coagulacao, a partir
do momento que no copo de recolha se comeca acaerdderéncia nas paredes do

mesmo. No entanto, quando ndo ha distincdo deasas,fou seja, quando os leites
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utilizados tém a mesma temperatura, observa-sa gassagem do caudal € dificultada,
pois da-se a coagulacéo dentro da coluna do reatigpindo-o.

Assim, a coagulacéo do leite por um processo aontilevanta desde logo um
problema, que parte de um substrato que € ligpa@ um produto final em forma de
gel. Este processo tem que correr por um reacboliSpo Sera necessario conseguir que
as duas fases de coagulacao, hidrélise propriandéate floculacdo ocorram em locais
diferentes (contrariamente ao que acontece no cfabde queijo em que estdo
sobrepostas) (Bugen and Shaw, 1983 cit. Esqui@87)L A segunda fase apresenta
maior energia de activacdo. Segundo Berrige (164&jo por Esquivel (1987), refere
que o leite colocado em baixas temperaturas, mesImo enzimas suficientes nao
coagulava, mas colocando o leite em temperaturas el@vadas era observavel a
coagulacédo. Desta forma o leite em contacto corol@na (bureta) com os enzimas
imobilizados, desencadeia o processo de hidroliggwsteriormente, o processo de

coagulacao que tera lugar no efluente da coluna érajuecido.

C-ll —REACGAO ENZIMATICA DE DEGRADAGAO DOS LIPIDOS

Os triglicéridos, lipidos comuns séo biomolécdtasados por uma cadeia de
carbono ligada a atomos de hidrogénio e oxigénmgue poderdo ser classificados
consoante o preenchimento dessas ligacbes na cedeabono. Assim poderemos ter
acidos monoinsaturados (azeite), polinsaturadoso$$| saturados e as moléculas
transaturados. Como j& referido, as lipases pamam ale quebrarem as ligagbes de
ésteres dos triacilglicéridos com o consumo de cudé de agua, sdo capazes de
catalizar uma reaccao inversa, em condi¢cdes aguuza® por exemplo a formagao de

ligacOes ésteres, a partir de um alcool e de udoaearboxilico — sintese de éster.
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Os lipidos na presenca de solventes orgéanicos é@beool, acetona, éter entre
outros sdo, em geral, emulsionados, isto €, ocomleas fases que se misturam,
dispersando-se uma no seio da outra.

Com a finalidade de estudar enzimas com capacidaddegradar gorduras
presentes em efluentes contaminados com Oleozaeain-se ensaios de determinacao
da actividade enzimatica de lipases presentes amrganismaPseudomonas cepacia
e em alguns detergentes de uso domeéstico. Estéoesinetico de desenvolvimento
cientifico foi encarado na perspectiva de aquis@Eiconhecimentos cientificos na area
da enzimologia, desenvolvimento da capacidade iigadva e transferéncia para o
ensino do 3° ciclo, de conhecimentos fundamentaisitcdo dos enzimas nas reacgcoes
metabolicas que integram o programa curriculardissiplinas de Biologia e Fisico-

Quimica.

1- DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE ENZIMATICA DAS LIPASES PRESENTES EM

PSEUDOMONAS CEPACEAS E DETERGENTE DE USO DOMESTICO NA FORMA LIVRE

Realizaram-se ensaios enzimaticos, para diferepkgs para optimizar as
condi¢cbes da reaccao da lipase na degradacaoeaterdds gorduras e compreender a
cinética enzimética da reac¢do bioquimica. Verifise ainda, em qual dos substratos
testados (margarina, azeite e 6leo - Anexol;C-Bua actividade era mais notdria por
medicao de pH.

Na figura 2.22., estd representada a variagcdo dep@Haccdo da lipase
Pseudomona cepaciao longo do tempo da reaccéo, resultante da dmgiaddos

triglicéridos da margarina em acidos gordos a i 6.

Os registos obtidos foram feitos a partir de vasiges de repeticbes do ensaio

descrito. Os valores apresentados representam @aia de trés réplicas.
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Figura 2.22 —Variacao de pH ao longo do tempo da reaccdo enzendta Pseudomona
cepaciacom margarina a pH 6.6. Os valores apresentadmseiam uma média de trés
réplicas.

A velocidade da reaccao traduz-se pela variacgmrattuto da reaccdo formado
por unidade de tempo (Campos, 1999) e foi quaatiicatravés da medicdo do pH. A
velocidade inicial € numericamente igual ao dectigerecta de variacdo de produto

formado em fungéo do tempov/tg ).

Para as condicOes expressas na figura 2.22, oratgbstargarina e pH 6.6 a

velocidade da reaccéo apresentou um valor de 0y34/m

A reaccao enzimatica foi estudada para outros pbi @11) na perspectiva de
optimizar as condic6es de maior eficacia da lipBsea tal, a agua foi substituida por
tampdo acetato, respectivamente a pH 4.5 e 6.lvelscidades de reaccdo sao
respectivamente 0,10 e 0,16. No anexo | enconteasdiguras (anexos A-1e A — 1)
correspondentes a cada uma destas determinacGesapBseudomona cepacias e

detergente a pH 4.5 e 6.1 e os diferentes substrato

Na figura 2.23., comparam-se as velocidades isiai@ reaccdo dos enzimas
presentes no detergente e Pseudomonaepacia determinadas para as diferentes

condicfes ensaiadas.
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Vo
ApH/minuto

O Pseudomona cepacia
m Detergente

4.5 6.1 6.6
pH

Figura 2.23 — Representa a variagdo da velocidade da readegdolipases de Pseudomona
cepaciae presentes no detergente comum sobre o substaat@rina.

E possivel verificar que as lipaseseudomonas cepaciagymparativamente ao
detergente domestico, apresentam uma maior varieg&elocidade da degradacéo da
margarina (Anexo-I; C-I). Foi igualmente verificadma diminuicdo acentuada para o
pH mais acido (4.5) e, entre os pH estudados, sav& uma optimizacédo para o pH
proximo do neutro 6.6. E de realcar ainda, que iamvalocidade reaccional foi obtida
em solucdo aquosa ndo tamponizada, 0 que sugera gtikzacdo de tampéao, neste
tipo de reaccédo enzimatica pode ser inibitérioatecdo de degradacéao lipidica, visto

0s produtos das reacc¢des serem acidos gordos.

A utilizacdo de uma solucédo aquosa é facilitaderautilizacéo didactica destes
ensaios, em estratégia de aula do Ensino Basi@eoundario e foi nessa perspectiva

que foi aplicada e que se revelou de facil aplicaca

A velocidade inicial das reaccdes realizadas catetergente de uso domeéstico
nao pareceu sensivel a alteracdo de pH, sugerineleesfas enzimas deverdo ter um
maior espectro de actividade e de estabilidadedateto a sua aplicacdo especifica nas
lavagens, em condi¢cdes ndo controladas. O detergeifizado ndo da indicacdes na

embalagem sobre os constituintes enzimaticos, apeferindo a presenca de lipases.
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Contudo, a embalagem do detergente refere que aas agais duras (pH alcalino) a
concentracdo a utilizar devera ser maior, o quafgig que sera necessario uma maior
concentracdo de enzimas para meios que poderatuakeante ser menos favoraveis a

utilizacdo deste detergente.

2- DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE ENZIMATICA DAS LIPASES PRESENTES EM
PSEUDOMONAS E NO DETERGENTE DE USO DOMESTICO, NA FORMA
IMOBILIZADA

Foi igualmente, estudada a accao das lipases ma fionobilizada e comparada

com a velocidade da reaccao das lipases na fovmeg(figura 2.24.).

As enzimas foram imobilizadas com alginato de soédeguindo-se a

metodologia descrita em B (nos materiais e métodos)

As enzimas apoés imobilizacdo em alginato de caddio apresentadas nas
figuras 2.24 e 2.25. A cor verde do gel foi devadoaditivo alimentar, adicionado para

motivar os estudantes aquando a sua utilizacactdida

Figura 2.24 Lipases presentes no detergente Figura 2.25- Pseudomonas cepacia
domeéstico, imobilizadas em alginato. imobilizadas em alginato.

A imobilizacdo do detergente em po6 deu origem s&géo de massa gelatinosa
de alginato n&o uniforme (figura 2.24) e a suailieatdo néo foi possivel ja que estas

se encontravam com a rede de gel destruida, réimded enzima. A imobilizacdo com
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Pseudomonas cepaciai mais consistente e homogénea (figura 2.2%)efacilitou e

permitiu a sua utilizacdo na reaccao em estudo.

As velocidades das reaccfes das enzimas preseatés wepaceae no
detergente apds imobilizacdo séo respectivamejite,e00,23 de acordo com o declive

das rectas (Anexol; B-1 e B-l).

0,35+ H

0,3 3

0,25+ x

Vo 0.2 i @ Pseudomona cepacia

ApH/minuto ¢ 15 1 i m Detergente

0,1 3

0,05+

lire imobilizado

Figura 2.24 —Velocidade da reacc¢éo do enzima imobilizado e .li@s valores apresentados
apresentam uma média de trés réplicas.

Mais uma vez, é bem visivel que o enzima na fommabilizado diminui a sua
activagéo, logo terd uma velocidade menor comaigelino grafico. Além disso como
ja referimos, o detergente n&o permite que hajais@mcia na imobilizacdo o que leva
a perda do enzima sugerindo que as barreiras alif@isi existentes ao transporte de
moléculas, ao movimento das moléculas de subsafattam a cinética da reaccéo
enzimatica que ocorre nas esferas de alginato w&seguir reter o enzima do
detergente, podendo mesmo actuar e destruir adeedel, como é visivel através das
figuras 2.24 e 2.25, A consisténcia das esferaalgiaato contendo cada um destes

enzimas lipidos é bem diferente da verificada cerauiros enzimas.
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D — CONCLUSAO DOS RESULTADOS

Como referido anteriormente, pretendeu-se, com tesbalho investigativo na
area da enzimologia, avaliar e estudar a capacidadmagular o leite e de degradar
gorduras presentes em efluentes contaminados ceonudilizando diferentes tipos de
enzimas. Caracterizaram-se cineticamente as pestgaesentes no extracto das flores
de Cynara cardunculus .Le no coalho comercial, as lipases presentddseadomona
cepaciae no detergente, nas formas livre e imobilizagafodna a contribuir para uma
melhor compreensdo da coagulagdo do leite e dalisElrdos lipidos por accao

enzimatica e alguns dominios emergentes na bidtginalimentar e ambiental

O processo de coagulacao do leite € um processplexmem que este sofre
transformacdes passando do estado liquido parapasi@. Isto acontece porque a
principal proteina a k-caseina, que se dispfe nestraitura estavel constituida por
micelas carregadas negativamente se destabilizalodev factores fisico-quimicos,
diminuicdo do pH (valores proximos de 4.6), aumealgdemperatura e pela presenca
de enzimas. Relativamente ao extracto enzimatisdldees de @nara cardunculus
comparativamente ao coalho comeroiarificou-se que o extracto de origem vegetal, é
mais estavel a temperaturas elevadas e demonstea goalhada é a pH baixo, logo
favorecem a coagulacdo. Segundo Gomes, 2005, fdicado que o aumento da
viscosidade da coalhada esta directamente relatoc@nm o aumento da temperatura
de coagulacédo e a reducdo do tempo de coagulag@cordando com os resultados
obtidos neste trabalho em que o menor tempo deutasziy do leite foi atingido para

55 °C.

Igualmente as lipases apresentaram melhor actwigada pH 6.6, proximo de

valores neutros. Quanto ao pH do meio, verificogse aPseudomona cepagia
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apresenta, relativamente aos valores de pH estsdadma optimizacdo nos valores

proximos do neutro. Contudo, de acordo com o desaas caracteristicas deste enzima

a sua actividade é maxima para pH&e a temperatura de 40°C, temperatura essa que

foi a seleccionada para realizacdo de todos ososngam as lipases.

O detergente de uso doméstico ndo evidenciou uito efaro da influéncia do
pH na actividade enzimatica, no entanto apresegmtefierencialmente, em meio acido,
uma maior velocidade de reacgcdo para o pH 4,5. Bssaio perspectiva a sua
transferéncia e adaptacdo para uma possivel alondag sala de aula (3°Ciclo) e
desenvolver uma estratégia PBL de interac¢ao coatuoes na descoberta da ac¢ao do

enzima e a fungéo da imobilizagéo.

Uma conclusdo essencial a retirar deste estudinfluéncia determinante de
parametros, como sejam o pH e a temperatura naidacte enzimatica e que

condicionam todo o funcionamento dos enzimas.

Quanto aos enzimas na forma livre e imobilizadai(eas coagulantes do leite e
lipases), verificou-se que estes na forma imollbzapresentavam sempre valores
ligeiramente mais baixo (aumento do tempo de ceggol do leite e diminuicdo da
variacdo do pH na solucéo lipidica). Este factoepalentualmente, ser atribuido a
perda do enzima, através dos poros da rede dexgmuito susceptivel a variacdo de
temperatura pH, inibidores e a contaminacdo. Airpde estudos feitos por Gomes,
2005, verificou-se que os enzimas imobilizados dgmato e mantidos a 4°C+1°C
mantinham a sua actividade enzimatica ao long@hpo, levando a crer que a rede de
alginato ndo impede o enzima de reagir, emboraef@riramente a velocidade de

reaccao.
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O estabelecimento da coagulacao do leite numa&@&ommprocesso continuo e o
ensaio realizado a temperaturas diferentes, utdiaa extracto enzimatico imobilizado,
requer que haja a separacdo em duas fases, ardashi@ a da coagulacdo e que se
podem obter por elevacdo de pH, descalcificacddeit® e ainda por diferencas de
temperatura. Neste estudo, estas fases foram sbpida diferenca de temperatura.
Outra condicdo, é que a matriz onde o enzima senéacimobilizado tenha uma
estrutura que permita o contacto da k-caseina cagenote catalizador. Esta coluna em
continuo podera ser muito Util para a aplicacd@atida do processo de obtencédo de

queijo e compreensao do enzima nele envolvido.

Quanto a hidrélise dos lipidos com as lipaggsseudomona cepacia as
presentes no detergente domeéstico, verificou-se miaiar afinidade com os lipidos
classificados como saturados - margarina comparante aos substratos usados.
Estes substratos ensaiados revelaram valores poamdusivos (anexol;C-1). Isso
podera estar associado ao facto deste compostseapgese apenas com ligacdes

simples, sendo por isso a energia necessaria pabsay uma ligacdo, menor.

Comparando a coagulacéo do leite e a actuac&seladomona cepaciparece
a priori que nao estao relacionados no entanto-salipie aPseudomonas cepacia €
uma das bactérias que tem maior impacto na qualidadleite. Enzimas bacterianas
sdo mais significativas na deterioracao do leita eura do queijo. Por exemplo, muitas
bactérias psicotréficas (aquelas que crescem aetatupas abaixo de 7°C) produzem
enzimas estaveis termicamente que podem ser aciivhste e queijos mesmo depois

dessas bactérias serem mortas no processo dergasi@o.

No ambito desta dissertagcdo, salienta-se que odméte imobilizacdo podera

facilitar as actividades de biocatalise a realizarcontexto sala de aula, mas nao so,
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pois podera trazer mais valias em termos industrigier seja na industria de queijos ou

nos tratamentos de efluentes gorduroso, uma ven gaeima podera ser reutilizado.
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