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RESUMO
Dentre as enzimas com grande aplica¢do na inddstria destaca-se a tanase. Esta enzima catalisa
a hidrolise de ligacdes ésteres e depsidicas de varios taninos hidrolisaveis, como o acido
tanico. A aplicacdo de enzimas imobilizadas pode trazer muitas vantagens em relacdo ao uso
da enzima soltvel, como a possibilidade de seu reuso, aumento de estabilidade e reducdo dos
custos do processo. O uso de particulas magnéticas como suporte acrescenta vantagens como
facil separacdo do meio de reacdo e maior area superficial. Outra técnica que apresenta
diversas vantagens € a encapsulacdo em alginato de calcio destacando 0 Seu reuso e a
estabilidade enzimética. O objetivo deste trabalho foi imobilizar a tanase covalentemente em
terra de diatomacea magnetizada e pela técnica de encapsulamento com alginato de célcio e
aplicar a enzima imobilizada e livre no processo de hidrdlise de taninos presentes no cha de
boldo. Apds o processo de imobilizacdo covalente, o pH 6timo da tanase imobilizada
permaneceu 0 mesmo apresentado pela enzima livre, enquanto a temperatura 6tima subiu em
relagdo a tanase na forma soluvel. A constante de Michaelis mostrou que a tanase imobilizada
tem uma maior afinidade de ligacdo com o substrato do que a tanase livre. Verificou-se
também que a enzima imobilizada apresenta um 6timo perfil de estabilidade. Foi observado
que é possivel realizar a reutilizacdo do suporte até 10 vezes com conservacao da atividade de
66%. Na aplicacdo da enzima no cha de boldo, a tanase imobilizada em mDE-PANI
apresentou melhor resultado se comparada a enzima livre. Quando aplicada a ténica de
encapsulacdo, a enzima mostrou um aumento de pH étimo (5,0 para 6,0) e uma diminuicdo de
10 graus da temperatura 6tima conservando 75% da atividade especifica em relacdo a enzima
soltvel. Apos a reutilizacdo da enzima em até 6 vezes a atividade foi retida em 50% e apds
um periodo de 105 dias de estocagem foi conservada a sua atividade em mais de 55%. Na
aplicacdo da enzima encapsulada houve a reducdo de 31% dos taninos além de um aumento
de catequinas e acido galico, melhorando assim o teor nutricional do chd. Com isso, a tanase
imobilizada em ambas as técnicas utilizadas se mostrou estavel, assim como promissora na
aplicagédo para remogé&o dos taninos presentes no cha de boldo, ocorrendo ao final do processo

uma diminuig&o dos custos em rela¢do a enzima sollvel e a otimizagao do processo.

Palavras-chaves: Imobilizagdo. Tanase. Particulas magnéticas.



ABSTRACT
Among the enzymes with great application in the industry stands the tannase. This enzyme
catalyses the hydrolysis of esters and depsidic bonds of various hydrolyzable tannins, such as
tannic acid. The application of immobilized enzymes can bring many advantages in relation to
the use of the soluble enzyme, such as the possibility of its reuse, increase of stability and
reduction of the costs of the process. The use of magnetic particles as a carrier adds
advantages such as easy separation of the reaction medium and greater surface area. Another
technique that presents several advantages is the encapsulation in calcium alginate
emphasizing its reuse and the enzymatic stability. The objective of this work was to
immobilize the tannase covalently in magnetized diatomaceous earth and the calcium alginate
encapsulation technique and to apply the immobilized and free enzyme in the hydrolysis
process of tannins present in the boldo tea. After the covalent immobilization process, the
optimum pH of the immobilized tanase remained the same as that presented by the free
enzyme, while the optimum temperature increased in relation to the tanase in the soluble
form. The Michaelis constant showed that immobilized tanase has a higher affinity binding to
the substrate than free tanase. It has also been found that the immobilized enzyme has a good
stability profile. It was observed that it is possible to perform reuse of the support up to 10
times with conservation of 66% activity. In the application of the enzyme in boldo, the
immobilized tannase in mDE-PANI presented a better result when compared to the free
enzyme. When applied to the encapsulation technique, the enzyme showed an optimum pH
increase (5.0 to 6.0) and a 10 degree decrease in the optimum temperature while retaining
75% of the specific activity relative to the soluble enzyme. After reuse of the enzyme in up to
6 times the activity was retained in 50% and after a period of 105 days of storage its activity
was conserved in more than 55%. In the application of the encapsulated enzyme there was a
reduction of 31% of the tannins besides an increase of catechins and gallic acid, thus
improving the nutritional content of the tea. Thus, the immobilized tannase in both techniques
was shown to be stable, as well as promising in the application for the removal of the tannins
present in the tea, and at the end of the process a decrease in the costs of the soluble enzyme

and the optimization of the process.

Key words: Tannase. Immobilization. Magnetic particles.
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1 INTRODUCAO

A tanase (EC 3.1.1.20) catalisa a hidrolise de taninos produzindo acido galico e
glicose (MADEIRA-JUNIOR et al., 2015). Esta enzima pode ser produzida por fungos
filamentosos, bactérias, leveduras e, por ser uma enzima de grande interesse comercial, sua
aplicacdo estd sendo estudada principalmente na inddstria farmacéutica, tratamento de
efluentes do couro, alimentos e bebidas como os chas instantaneos (JANA et al., 2014).

Os taninos s@o considerados os substratos naturais para a tanase. S&0 compostos de
alto peso molecular, que contém suficientes grupamentos hidroxila fenolicos, que permitem a
formacdo de ligacbes cruzadas estaveis com proteinas (MUELLER-HARVEY, 2001;
OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015). A maioria dos vegetais é portador de taninos os quais
podem ser encontrados nas raizes, no lenho, na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e
na seiva. O teor do tanino varia ndo s6 de um vegetal para outro como também de uma parte
para outro, do mesmo vegetal (SANTOS, 2000; LENIN et al., 2015). Tais compostos sao
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacédo de
glicoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante (LENIN et al., 2015).
Muitos alimentos e principalmente bebidas (cerveja, chas instantaneos e vinho) séo ricos em
taninos. Esses componentes sdo muito importantes na indastria de alimentos, devido a
influéncia que apresentam sobre suas caracteristicas fisico-quimicas ao fato de em estar
sensorialmente ligados a adstringéncia de certos frutos (PANSERA et al., 2003; YAO et al.,
2014). A tanase é aplicada nesses alimentos para diminuir a adstringéncia e assim melhorar a
qualidade dos mesmos.

O uso de enzimas livres em grande escala torna-se limitado dependendo dos custos.
Além disso, a estabilidade estrutural de algumas enzimas durante qualquer reacao bioquimica
é altamente desafiadora. A imobilizacdo de enzimas permite preservar a proteina, melhorar
fatores como resisténcia a diferentes pH e temperatura bem como o uso em solventes
organicos. Esta técnica possibilita 0 uso das enzimas nas mais diversas areas industriais se
tornando atrativas inclusive na industria de alimentos e bebidas (KAWAGUTI et al., 2006).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em processos industriais visa reduzir
significativamente 0s custos operacionais por permitir que a enzima se torne mais estavel em

processos de mudanga no pH e na temperatura, mantendo assim a sua



15

atividade catalitica e que seja recuperada ao final do processo e/ou reutilizada por
varios ciclos com alta atividade catalitica, reduzindo a quantidade necessaria de producéo da
prépria (SIRISHA et al., 2016).

As propriedades das preparacGes de enzimas imobilizadas sdo influenciadas pelas
caracteristicas da enzima e do material de suporte (TISCHER e KASCHE, 1999) ou agente
encapsulante (BOTREL et al., 2012). A interagdo entre esses dois componentes proporciona
um imobilizado com propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas especificas.
Como exemplo de suporte, o alginato de sddio € um polimero extensivamente utilizado como
agente encapsulante na imobilizacdo de enzimas através da gelificagdo idnica por ser um
método simples, ndo téxico, biodegradavel e barato (MOHAPATRA et al., 2007). O uso de
suportes magnéticos como matriz para imobilizacdo de enzimas tras uma vantajosa
caracteristica que elimina indesejaveis etapas (TUZMEN et al., 2012). O uso de um
revestimento de superficie adequado permite que as particulas do suporte sejam dispersas
dentro de fluidos homogéneos e melhorem sua estabilidade. Diferentes estratégias de
revestimento sdo usadas para modificar a superficie quimica de particulas magnéticas
(SHUBAYEV et al., 2009). Dentre os revestimentos utilizados em imobilizacdo, a polianilina
(PANI) vem sendo bastante estudada e representa uma classe de polimeros promissores
(NERI et al. 2008).

Neste contexto, o presente trabalho apresenta os resultados de tanase imobilizada
covalentemente em suporte magnético (nanoparticulas de terra de diatomaceas magnética
revestidas com PANI) e imobilizacdo da enzima pela técnica de encapsulamento com alginato

de célcio.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Imobilizar tanase utilizando duas técnicas diferentes, caracterizar biquimicamente e

aplicé-la na hidrolise dos taninos existentes no cha de Boldo.

2.2 Objetivos Especificos

Imobilizar por ligagdo covalente a tanase em terra de diatomaceas magnética revestida
com polianilina (mTD-PANI);

Investigar as propriedades fisico-quimicas e cinéticas da tanase imobilizada em terra
de diatomaceas magnética revestida com polianilina (nTD-PANI-TN) e compara-las
com aquelas descritas para a enzima sollvel;

Imobilizar por encapsulacdo em alginato de célcio a tanase e avaliar o rendimento do
processo e estabilidade das capsulas;

Avaliar o potencial do derivado imobilizado (mTD-PANI-TN) e das capsulas no

processo de hidrolise de taninos em ché de boldo.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 ENZIMAS

O mercado de enzimas esta divido em enzimas industriais (enzimas técnicas, enzimas
para indastria de alimentos e enzimas para racdo animal) e enzimas especiais (enzimas
terapéuticas, enzimas para diagnostico, enzimas para quimica quiral e enzimas para pesquisa).
Hoje, as enzimas de uso industrial representam 60% do mercado mundial (PAIVA et al.,
2008). O segmento de alimentos e enzimas de bebidas é o maior segmento de enzimas
industriais (ADRIO e DEMAIN, 2014).

As enzimas além de serem altamente especializadas apresentam um alto grau de
especificidade em relacdo ao substrato, aceleram as reagdes quimicas de uma forma
extraordinaria sem alterar o seu equilibrio e sdo capazes de desempenhar a sua funcdo em
meio aquoso sob diversas condicdes de pH e temperatura. Estas caracteristicas fazem das
enzimas catalisadores excepcionais com uma capacidade catalitica muito maior do que os
catalisadores inorganicos e sintéticos (LODISH et al., 2007).

Uma enzima tem uma estrutura tridimensional especifica, possuindo uma regido
denominada de centro ativo, onde o substrato (reagente) se liga. Assim forma-se o complexo
enzima-substrato que, sendo estavel permite diminuir a energia de ativagdo, aumentando a
velocidade da formacdo de produtos (Fig. 1). Quando ha formacdo de produtos, estes sdo
libertados e a enzima volta a estar disponivel para se ligar a outra molécula de substrato
(LODISH et al., 2007).

Figura 1- Esquema do complexo enzima-substrato.

Substrato

| Produtos .

Centro ‘ {
ativo

( Centro ativo

Substrato entrando no Complexo Produtos deixando o
centro ativo da enzima enzima/substrato centro ativo da enzima

Fonte: http://experimentoteca.com/biologia/banco-de-questoes/vestibular-ifsp-2010/
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3.2 TANASE

A tanino-acil-hidrolase (EC 3.1.1.20), usualmente chamada de tanase, catalisa a
hidrolise de ligacOes ésteres e depsidicas de varios taninos hidrolisaveis, como o acido tanico
liberando glicose e &cido galico (Fig. 2) (MADEIRA-JUNIOR et al., 2015; FUENTES-
GARIBAY et al., 2015). Esta enzima pode ser encontrada em diferentes fontes, porém seus
principais produtores sdo 0s microrganismos, entre eles, destacam-se fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillum (PINTO et al., 2005; CHANG et al., 2006; ZHANG et al. 2014;
LARA-VICTORIANO et al., 2017).

Figura 2- Hidrdlise do 4cido tanico pela acdo da tanase.

COOH

CH,OR, CH,OH
TANASE
1 R, - 1 Kon
OoRY R, 9 + OH OH
OR, OH OH OH
OH
Acido Tanico Acido Galico Glicose

Fonte: MACEDO et al.(2005)

Os taninos sdo considerados os substratos naturais para a tanase, mas esta enzima
também é capaz de degradar ésteres de &cido galico (LEKHA e LONSANE, 1997; CHAVEZ-
GONZALEZ et al., 2012). Segundo llbuchi et al., (1972), os critérios que devem ser
cumpridos na formagao de um complexo enzima-substrato da tanase s&o:

* Ndo deve haver nenhuma restricdo sobre a estrutura do alcool que compde o
substrato éster, embora o acido deva ser acido galico.

* Qualquer hidroxila fendlica pode reagir no sitio de ligagcdo da enzima e impedir a
enzima de formar um verdadeiro complexo ES.

» Uma ligagdo éster ou carboxilica por si s6 ndo liga com a enzima, porque compostos
ésteres ou carboxilicos ndo sao hidrolisados por enzimas se ndo tiver hidroxilas fenélicas.

Possuindo uma vasta aplicacdo no setor industrial, a tanase se destaca na industria de

alimentos, atuando nos extratos de folhas de cha, com a finalidade de reduzir o surgimento de
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turbidez em bebidas, devido a presenca de taninos. Possue aplicacBes potenciais, entre as
quais a mais importante é a de facilitar e acelerar a biotransformagdo de catequinas
(polifendis) encontradas no cha, o que pode aumentar a atividade antioxidante desta bebida
(LU et al., 2009).

Haslam e Stragroom (1996) identificaram que a tanase é uma glicoproteina que
apresenta atividade de esterase e depsidase. Desse modo, a enzima possui atividade esterasica
sobre a ligacdo ester entre o anel aromatico e o residuo de glicose e atividade depsidasica

sobre a ligacdo éster entre os aneis aromaticos (Fig. 3).

Figura 3- Atividade esterasica e depsidasica da tanase.

OH
HOLC OH
o O
MeO—C Q-
OH
estlerease = s
HO OH depsidase HO OH

Fonte: PINTO et al.(2005)

O conteldo de carboidratos desta enzima pode variar de 25,4 a 66,2% do peso total. O
papel exato desses carboidratos ndo € conhecido, suspeita-se que seja uma maneira de
proteger o ndcleo protéico da acdo desnaturante dos taninos hidrolisaveis e de direcionar o
substrato ao centro ativo da enzima para possibilitar a quebra desse em seus respectivos
componentes, glicose e &cido galico, neste caso utilizando o &cido tanico como substrato. A
tanase apresenta ponto isoelétrico entre 4,0 e 4,5 e peso molecular entre 186 e 300 kDa
(AGUILAR e GUITIERREZ-SANCHEZ, 2001).

A atividade enzimatica é funcéo direta das estruturas terciaria e quaternaria da enzima.
Todo tratamento que modifique negativamente a conformacdo da enzima como aguecimento,
alteracdo do pH do meio e outros modifica também a estrutura do sitio ativo diminuindo suas
propriedades cataliticas (CHANG et al., 2006).

A estabilidade da tanase em diferentes valores de pH pode variar entre faixas estreitas
(5,0 a 5,5) e amplas (3,5 a 8,0), dependendo da fonte de obtencdo da enzima. Em geral
apresenta pH 6timo em torno de 5,5. As tanases produzidas por Aspergillus flavus IFO 5839,
A. niger AN11 e Penicillium chrysogenum enquadraram-se em faixas bem mais estreitas 5,0 a
5,5;5,0a6,5e4,5a6,0, respectivamente (GOVINDARAJAN et al., 2016).
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A temperatura 6tima para atividade da tanase ocorre, em geral, proxima a 30°C e 40°C
(CHANG et al., 2006). A estabilidade térmica da tanase ocorre basicamente entre 10°C e 45°C
(AGUILAR e GUITIERREZ-SANCHEZ 2001). Hui et al., (2015) apresentaram a tanase de
Aspergillus niger ativa e estavel em uma ampla faixa de pH (3,0 e 7,0) e temperatura (40°C e
60°C), permitindo a transformacdo eficiente das catequinas presentes no cha a uma baixa
temperatura e sob a condigéo de pH.

3.3 APLICACOES DA TANASE
A aplicacdo industrial da tanase € bastante diversa, atuando nas inddstrias de
alimentos, na producao de antioxidantes; de bebidas; na industria de ragdo animal, removendo
compostos indesejaveis e assim promovendo o aumento da digestabilidade e favorecendo a
assimilacdo de certos nutrientes; bem como no tratamento de efluentes de curtumes que

apresentam altas quantidades de polifendis (MELO et al., 2005).

3.3.1 Bebidas

Uma das principais aplicacfes industriais da tanase é o emprego desta no
processamento de cha instantaneo, a fim de eliminar complexos insollveis indesejados,
conhecidos como “creme de chd”, resultados da polimerizagdao de polifendis (taninos) e da
interacdo de cafeina e proteinas com tais componentes. Fendmeno este que ocorre quando a
bebida é mantida a baixas temperaturas (WU et al., 2016; ZHANG et al., 2016; LI et al.,
2017). A utilizacdo da tanase evita 0 emprego de substancias quimicas para a eliminacdo do
creme, garantindo um produto final de excelente qualidade, solivel em 4agua e caracterizado
pelo alto conteldo de componentes aromaticos e coloracdo apropriada (SANDERSON et al.,
1974; WU et al., 2016).

A Dbiotransformacdo mediada pela tanase em extratos de cha causa mudancas
previsiveis na composicdo polifendlica. A Figura 4 mostra o processo de desesterificacdo de
um dos compostos fendlicos (epicatequina galato) presentes no cha pela tanase durante a

fabricacéo desta bebida.
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Figura 4- Desesterificagdo de compostos fenolicos (ECG) pela tanase.
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Ja na industria de cervejas, em cuja composicdo ha compostos fendlicos, a tanase pode
ser utilizada para reduzir a formacdo da turbidez. Quando armazenada, a cerveja pode
apresentar turbidez, neste caso a enzima atuard quebrando os polifendis presentes no malte
(JANA et al., 2014). A tanase também é utilizada como agente clarificador em alguns sucos
de frutas e em bebidas a base de café (SHARMA et al., 2015).

De forma similar, esta enzima é aplicada na estabilizacdo de vinhos, removendo
substancias fendlicas, bem como tratando suco de uva, atuando na ruptura dos compostos
fendlicos. A enzima hidrolisa o acido clorogénico a acido caféico e &cido quinico, o que
influencia favoravelmente o sabor (LEKHA e LONSANE, 1997; JANA et al., 2014).

3.3.2. Ragéo animal

Os taninos presentes nas ragdes animais apresentam efeitos antinutricionais, uma vez
gue se complexam com proteinas enddgenas e da dieta, além de interferir na absorcdo de ions
e alterar a excrecdo de certos cétions. Eles estdo presentes em varias plantas utilizadas como
racao animal como por exemplo, o0 sorgo (REDONDO et al., 2014). De acordo com Aguilar e
Gutiérrez-Sanchez (2001), a industria de racdo animal pode utilizar a tanase na producao de
racdo que contenha elevado teor de tanino, sobretudo quando se trata de ragdo para animais
jovens, reduzindo assim a quantidade desses compostos. Neste contexto, tal enzima atuara
quebrando taninos, aumentando a digestibilidade e consequentemente a assimilacdo de
nutrientes contidos nos produtos constituintes que o animal, por imaturidade, ndo conseguiria
digerir completamente (REDONDO et al., 2014).
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3.3.3 Efluente de curtume

Outra aplicacdo bastante promissora para esta enzima se refere ao tratamento de
efluentes de curtumes. Neste processo, 0 couro € tratado com diferentes produtos, entre eles
0s taninos vegetais. O descarte proveniente das diferentes operacfes deste tipo de industria
contem altas concentrac6es de polifendis e sdo considerados poluentes perigosos (CASSANO
et al., 2001). Por esta razdo, a utilizacdo da tanase representa um modelo de tratamento de
baixo custo e bastante efetivo na remocéo dos taninos presentes nestes efluentes (LEKHA e
LONSANE, 1997; AGUILAR et al., 2007).

3.3.4 Producao de acido galico

Outra relevante aplicacdo para tanases esta na producédo de acido galico e propilgalato
(PG), utilizados como antioxidante em alimentos, cosméticos, produtos de cabelo, adesivos e
na induastria de lubrificantes (SHARMA e MUNISHWAR, 2003; SHETE e CHITANAND,
2015; SHARMA et al., 2017).

3.4 TANINOS

Lekha e Lonsane (LEKHA e LONSANE, 1997) definem taninos como sendo,
compostos fenodlicos com alto peso molecular (500 a 3000 kDa) que possuem a propriedade de
combinar-se com proteinas, celulose e pectina formando um complexo insoltivel. Mais
especificamente os taninos sdo compostos de alto peso molecular, que contém suficientes
grupamentos hidroxila fenolica, para permitir a formacdo de ligacdes cruzadas estaveis com
proteinas (MUELLER-HARVEY, 2001; OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015).

Estes compostos apresentam um amplo valor nas interacdes entre a planta e seu
ecossistema exercendo o papel de inibidores contra fagos de herbivoros ou como agentes
antimicrobianos (OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015). A maioria dos vegetais é portador de
taninos, podendo ser encontrados nas raizes, no lenho, na casca, nas folhas, nos frutos, nas
sementes e na seiva. O teor e a espécie de tanino variam, ndo s6 de um vegetal para outro
como também de uma parte para outra do mesmo vegetal (SANTOS, 2000; LENIN et al.,
2015). Tais compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos
vegetais, devido a precipitagdo de glicoproteinas salivares, 0 que ocasiona a perda do poder

lubrificante (LENIN et al., 2015). A adstringéncia € a percepcdo sensorial da presenca de
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taninos, sendo que tal percepgcdo na boca ndo ocorre de forma imediata, requerendo um
determinado tempo para se desenvolver (BATE-SMITH, 1977; GOLANI et al., 2005).

Os compostos fenolicos compreendem uma ampla gama de substancias que possuem
pelo menos um grupo hidroxila (-OH) em um ou mais anéis fenolicos (Fig. 5). A maioria dos
compostos fenolicos ndo é encontrada no estado livre na natureza, mas na forma de ésteres ou
heterosideos sendo, portanto, sollveis em &agua e em solventes orgéanicos polares
(CARVALHO et al., 2012). As principais caracteristicas desses compostos sao: a solubilidade
em agua (exceto os que possuem elevada massa molar); a habilidade de ligar-se a proteinas e
formar complexos (na maioria das vezes insollveis); e a capacidade de combinacdo com

celulose e pectina para formar complexos insoltveis (PINTO, 2003).

Figura 5- Estrutura de um composto fenélico baseado em acido tanico.
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Fonte: LEKHA e LONSANE (1994)

Alimentos e bebidas, principalmente cerveja, chas instantaneos e vinho s&o ricos em
compostos fenolicos. Esses componentes sdo muito importantes na industria de alimentos,
principalmente pelas influéncias que apresentam sobre suas caracteristicas fisico-quimicas,
por formarem precipitados com proteinas e alguns sais, e por estarem sensorialmente ligados
a adstringéncia de certos frutos, aléem de apresentarem acdo antioxidante (PANSERA et al.,
2003).

A perda da adstringéncia é a principal mudanca que ocorre durante 0 amadurecimento

das frutas comestiveis. Tal fato pode estar associado, ou ndo, a reducdo do conteido de
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taninos. Frutas como caqui (Diospuros kako) e o caju (Anacarduim occidentale) por vezes séo
adstringentes mesmo quando maduros (HASLAM e LILLEY, 1988; PINTO, 2003).

Os taninos podem ser aplicados no curtimento do couro, em fungéo da sua capacidade
de se combinar com proteinas da pele animal, em eespecial com a proteina do colageno que
ira inibir o processo de putrefagdo da pele. Porém, muitas vezes, o descarte industrial
(residuos de curtume) é realizado de forma inadequada, contaminando o meio e atingindo
animais e vegetais, uma vez que os residuos dessas industrias sdo toxicos. Assim, sugere-se a
aplicacdo da tanase para hidrolisar os taninos liberados e gerar produtos menos toxicos
(PEROVANO FILHO et al., 2011).

Por fim, apesar de as enzimas sollveis serem excelentes catalisadores, a aplicacdo
industrial das mesmas pode ser limitada em razéo de alguns fatores ja citados. Além disso,
separar a enzima soltvel do produto final é um proceso de elevado custo. A tanase, por
exemplo, apresenta muitas aplicagdes industriais, mas poucas séo efetivamente empregadas
devido ao valor elevado das variaveis que participam na producdo da enzima. Desta forma, a
imobilizacdo de enzimas pode minimizar ou até mesmo eliminar o alto custo e os problemas
encontrados com as enzimas livres. Podendo superar essas limitacdes, a imobilizacdo de
enzimas apresenta como principal vantagem o reuso da biomolécula e a estabilizagdo da
mesma (SHARMA et al., 2017).

3.5 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Segundo Chibata (1978), enzimas imobilizadas séo definidas como enzimas que estéo
fisicamente confinadas ou localizadas numa certa regido do espaco, com retencdo de suas
atividades cataliticas e que podem ser utilizadas de forma continua e/ou repetidas vezes. Em
termos de processos enzimaticos, a imobilizacdo dos biocatalisadores traz vantagens como:
aumento da estabilidade, do nivel de controle do processo, do rendimento e da pureza do
produto final; além de possibilitar o uso de reatores de diferentes configuraces (CHIBATA e
TOSA, 1978).

A imobilizacdo de biomoléculas consiste em um método pelo qual elas podem ser
fisicamente ou quimicamente aprisionadas em um suporte insolivel em agua, porém as suas
fungdes biologicas sdo mantidas e assim podem ser utilizadas repetidamente e continuamente,
vantagem apresentada quando comparadas as biomoléculas soldveis. Em geral, a imobilizacdo
oferece uma série de vantagens, incluindo: possibilidade de uso da enzima por um maior

periodo de tempo; possibilidade de operagdo em modo continuo, com maior controle do
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processo; facilidade de separacdo do produto final e de interrupgdo da reacdo pela simples
remocao da enzima, caso 0 processo seja em batelada, ou ajuste do tempo de residéncia em
reatores continuos. Além disso, em alguns casos, ocorre modificacdo favoravel das
propriedades cataliticas da enzima, conferindo maior estabilidade frente as condi¢des adversas
da reacdo, como faixas extremas de pH, temperatura e solventes (KLEIN et al., 2013; LIESE
e HILTERHAUS, 2013; ASGHER et al., 2014). Dessa forma, a utilizacdo da biomolécula
imobilizada torna-se economicamente viavel e de grande interesse industrial. Além disso, a
imobilizacdo em matrizes inorganicas combina a alta seletividade das reagdes as
particularidades quimicas e fisicas do suporte (ASGHER et al., 2014).

Os processos de imobilizacdo tém aplicagdes analiticas, em biotecnologia e na area
médica em geral (BICKERSTAFF, 1997). A técnica da imobilizacdo de um material
biolégico (enzimas, células e organelas) € interessante, pois substitui a utilizacdo destes
materiais na forma sollvel, evitando a necessidade de remové-los do meio da reacdo para
posterior aplicacdo. Assim, a imobilizacdo permite reducédo de custos, aumento na rapidez de
transformacéo e exatidao do processo (BICKERSTAFF, 1997).

Alguns autores (D’SOUZA, 2002; ILLANES et al., 2012; TAVANO et al., 2013) tém
reportado que algumas propriedades do material devem ser observadas na escolha da matriz
de imobilizacdo, tais como: caracteristicas fisicas (area de superficie, ndo compressibilidade,
resisténcia, grau de porosidade), quimicas (inércia, grupos funcionais passiveis de
modificacdo), estabilidade (mecanica e de estocagem), aspectos econémicos (custo —
beneficio, impacto ambiental, equipamentos e reagentes requeridos) e reacdes (limitacdes de
transferéncia de massa, de substancia, de cofatores e de produtos).

Quando uma enzima € imobilizada, algumas de suas caracteristicas podem alterar-se
(MATEO et al., 2000), entre elas:

e Estabilidade térmica: a velocidade de desnaturacdo de uma enzima imobilizada é
menor do que de uma livre. A imobilizagdo restringe 0os movimentos da enzima e,
portanto, dificulta modificagdes conformacionais.

e Constante de Michaelis: geralmente ha um aumento no valor de K. devido a
modificacdo na estrutura tridimensional da enzima o que reflete diretamente na queda
da atividade catalitica.

e pH: o pH o6timo para a atividade enzimética sofre uma mudanca, podendo aumentar a
faixa, onde nédo ha perda de atividade da enzima imobilizada, em até uma unidade de
pH.
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A selecdo do método de imobilizacéo deve ser baseada em parametros como atividade
global do biocatalisador, caracteristicas de regeneracdo e inativacéo, custo do procedimento
de imobilizacdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo, estabilidade operacional,
propriedades hidrodindmicas e caracteristicas finais desejadas para a enzima imobilizada
(ILLANES et al., 2012).

3.5.1 Métodos de imobilizacdo de enzimas

A conservacdo da atividade catalitica da enzima depende da escolha do método e do
suporte utilizado na imobilizacdo de enzimas. A Figura 6 mostra as metodologias que podem
ser utilizadas para imobilizar enzimas, como por exemplo, a encapsulacdo, a adsorcdo em
materiais insollveis como resinas de troca ibnica, a copolimerizagdo com mondmeros, a
ligagdo a uma matriz insoldvel por ligaces covalentes, entre outras (ROMASKEVIC et al.,
2006; HANEFELD et al., 2009).

Figura 6 - Métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Segundo Favaro-Trindade et al. (2008) a encapsulacdo € uma técnica que consiste no
empacotamento com finas coberturas poliméricas aplicavel em materiais solidos, goticulas de
liquidos ou material gasoso. Este procedimento, bastante difundido, envolve a incorporagédo
de ingredientes alimentares, enzimas, células ou outros materiais em pequenas capsulas (Fig.

7). Proteinas de elevada massa molecular ndo conseguem entrar ou sair da capsula, contudo
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substratos e produtos de menor massa molecular podem passar pela membrana
semipermedvel. A encapsulacdo é uma barreira para evitar reagfes quimicas indesejaveis
além de permitir a liberacdo modificada dos produtos sob velocidade e condicfes especificas

e mascarar odores e sabores desagradaveis (SCHONS et al., 2011).

Figura 7- Esquema do processo de imobilizagdo de tanase por encapsulagéo.
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O uso desta metodologia, aplicada desde os anos de 1950, tem aumentado na industria
alimenticia, pois o0s materiais encapsulados podem ser protegidos do calor, umidade,
oxidagdo, reaces quimicas ou de outras condi¢des extremas, aumentando a sua estabilidade e
mantendo a viabilidade (ROSENBERG et al., 1990; GOUIN, 2004; FAVARO-TRINDADE
et al., 2008).

Mudanca de pH, stress mecanico, tempo, temperatura, forca osmética dentre outros, sao
caracteristicas que podem ser utilizadas na liberacdo do ingrediente encapsulado (GOUIN,
2004).

A imobilizacdo de enzimas por ligacdo covalente depende principalmente da formagéo
da ligacdo entre a enzima e o material de suporte. A ligacdo covalente entre a enzima e a
matriz ocorre através dos aminoacidos com cadeia lateral provida de grupos funcionais como
a histidina, arginina, acido aspartico, etc. No entanto, a reatividade depende da presenca de
diferentes grupos funcionais na matriz € na enzima, tais como grupos carboxilo, grupo amino,
grupo indol, grupo fendlico, grupo sulfidrilo, grupo tiol, grupo imidazol e grupo hidroxilo
(SIRISHA et al., 2016).
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Entretanto, poucos suportes contém esses grupos quimicos reativos ou funcionais que
permitam o acoplamento direto (suporte-enzima), necessitando, na maioria das vezes, de um
processo de funcionalizacdo (por exemplo uma silanizacdo) ou de uma ativacdo, ou até
mesmo dos dois (MELO et al., 2005). Basicamente, dois passos estdo envolvidos na ligacéo
covalente entre a enzima e o suporte (Fig 8). No primeiro, o suporte é ativado com o reagente
especifico e no segundo, a enzima é adicionada para formacéo da ligagdo (KENNEDY et al.,
1988).

Figura 8- Esquema da imobilizacéo covalente de enzimas.
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Fonte: BICKERSTAFF (1997)

Esse tipo de processo apresenta algumas vantagens em relacdo aos outros existentes na
literatura, podemos citar: grande forca de ligacdo, consequente estabilidade do suporte-
enzima; alta retencdo de sua atividade. Embora a alteracdo ocorrida na enzima com a ligacédo
ao suporte possa ser favoravel, € um metodo mais complexo (MELO et al., 2005).

As ligacdes quimicas aumentam a rigidez da enzima imobilizada, e podem induzir
elevada resisténcia frente a modificagbes conformacionais causadas por aquecimento,
solventes organicos, agentes desnaturantes, entre outros (MENDES et al., 2011). O aumento
da estabilidade das enzimas, é ainda umas das principais questdes que dificultam a
implementacio das enzimas como biocatalisadores industriais (LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005).

Esse tipo de ligagdo pode, ainda, alterar a estrutura conformacional e o sitio ativo da

enzima, resultando em uma maior perda da sua atividade catalitica e/ou maior dificuldade
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ingresso de seu substrato no sitio ativo. Contudo, ainda pode ser 0 método mais promissor
devido a forga de ligagdo entre a enzima e a matriz ser tdo forte que mesmo na presenga do
substrato ou de solucdes de alta forca idnica a ligacdo ndo é desfeita e a imobilizacdo da
molécula continua (MENDES et al., 2011).

3.6 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE TANASE

Segundo Vieira (VIEIRA, 2009) o suporte deve ser quimicamente resistente a etapa de
imobilizacdo e as condi¢cBes em que se processam as reagGes. Deve ainda possuir grupos
quimicos que ndo causem desnaturacdo na etapa de ligacdo com a enzima. Muitos estudos de
imobilizacdo ja foram realizados em tanase utilizando varios suportes, incluindo resinas de
permuta idnica (KUMAR et al., 2015; SHARMA et al., 2008), alginato de calcio (ERZHENG
et al., 2010; SRIVASTAVA e KAR, 2010; YAO et al., 2014), quitina (ELTANASH et al.,
2011), sepharose (SHARMA et al., 2002), quitosana(ABDEL-NABY et al., 1999) e
particulas magnéticas (WU et al, 2016) como esta apresentado na tabela 1. Entretanto,
suportes com novas caracteristicas devem ser explorados para obter derivados imobilizados
com alta atividade, estabilidade e reutilizacdo sob condigdes econdmicas. Entre os materiais
de condicGes vidveis disponiveis, a terra de diatomaceas magnética e revestida com
polianilina recebe interesse devido ao fato de ser um material de facil acesso e bastante
disponivel ela também pode ser facilmente separada da solucdo por um iméa externo e é
reciclavel (MOTEVALIZADEH et al., 2015).
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Tabela 1- Suportes utilizados como matriz para a imobiliza¢do da tanase.

Suporte Referéncias
Resinas de Permuta KUMAR et al., 2015; SHARMA et al., 2008
16nica
Quitina ELTANASH et al., 2011
Sepharose SHARMA et al., 2002; GONCALVES et al.,
2013; CURIEL et al., 2010
Quitosano ABDEL-NABY et al., 1999

ERZHENG et al., 2010; SRIVASTAVA E KAR,
2010; FLORES-MALTOS et al., 2011; SCHONS
Alginato de Calcio etal., 2011; ELTANASH et al., 2011; HE et al.,
2013; YAO et al., 2014; JANA et al., 2015;
ROBERTO et al., 2016; CHAITANYAKUMAR
e ANBALAGAN, 2016

Alginato revestido BOADI & NEUFELD, 2001
com quitosana
Gelatina ELTANASH et al., 2011

Gel de Poliacrilamida | KATWA et al., 1981

Colageno KATWA et al., 1981
Silica MELO et al., 2005
Amberlite IR SHARMA et al., 2008

Particulas magnéticas | WU et al., 2016
(carboxyl-functionalized
Fe30,4 nanoparticles)
(CMNPs)

Fonte: A autora (2018)

No presente trabalho, a terra de diatomaceas magnéticas revestidas com polianilina foi
um dos suportes utilizados para a imobilizacdo covalente da tanase, assim como o alginato de

sodio foi a matriz para a imobilizacdo pela técnica por encapsulamento.
3.6.1 Alginato de célcio
O alginato (ALG) ¢ um biopolimero anidénico composto de cadeias lineares de 4cido a-

L-glucurénico e p-D-mannurdnico, as quais quando em presenca de fons tais como Ca?*

formam uma malha de hidrogéis, filmes, esferas, micro- e nanoparticulas, com capacidade
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para encapsulamento de uma série de substéncias tais como insulina, antifungicos, enzimas,
etc (HAMIDI et al., 2008; FLORES-MALTOS et al., 2011).

A principal aplicacdo do alginato de sodio é sua habilidade de reagir com céations
polivalentes, especialmente ions célcio, para produzir géis fortes ou polimeros insollveis
(KING, 1983). A funcdo desses ions é estabelecer ligacdo entre as cadeias de alginato atraves
de interag@es idnicas, apos terem ocorrido as ligacdes de hidrogénio entre as mesmas (Fig. 9).
Essa estrutura reticulada tridimensional formada tem uma grande capacidade de reter agua,
formando assim um gel muito estavel (ALLEN et al., 1963; SCHONS, 2012).

Figura 9- Formacéo da rede de gel com cadeias homopoliméricas unidas através dos ions célcio.
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Fonte: SCHONS, 2012.

3.6.2 Terrade diatomaceas magnética revestida com polianilina e ativada com
Glutaraldeido

A sintese e a aplicacdo de particulas magnéticas funcionalizadas tém despertado
grande interesse em diferentes areas (WU et al., 2008; HAO et al., 2010), com principal
destague na area de biotecnologia, uma vez que elas apresentam beneficios sobre a
centrifugacdo, filtracdo e extracdo em fase sélida. No caso da extracdo em fase sélida usando
materiais magnéticos, o adsorvente magnético é adicionado a solu¢do ou a suspensdo
contendo o analito alvo. Esse analito &, entdo, adsorvido sobre o adsorvente magnético;
capturado e recuperado da suspensdo usando um separador magnético apropriado, sendo, em
seguida, eluido do adsorvente e analisado (CHEN et al., 2014; TUZMEN et al., 2012). Esses
solidos magnéticos sdo amplamente usados em sistemas de deteccdo e analitico, pois
oferecem algumas vantagens quando comparados aos solidos similares que ndo possuem

propriedades magnéticas. Tais sélidos podem ser usados na pré-concentracdao de analitos, na
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separagdo magnética, na identificacdo molecular de biomoléculas, de compostos organicos e
inorganicos (AGUILAR-ARTEAGA et al., 2010; NERI et al., 2011; CABRERA et al.,
2017).

Na industria a opc¢do de suporte mais viavel para imobilizar enzimas € a utilizacao de
materiais magnéticos, por exemplo, a aplicagdo de nanoparticulas de éxido de ferro (VAN
GERPEN et al., 2004; SORIANO et al., 2009; HUANG et al., 2003). O uso deste suporte
reduz o custo da operacdo, as nanoparticulas magnéticas podem ser separadas das reacdes do
sistema e estabilizadas em um fluido aplicando um campo magnético externo. Particulas
magnéticas, como a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe,O3), apresentam excelentes
caracteristicas como suporte para a imobilizacdo de biomoléculas. A elevada &rea de
superficiee a alta transferéncia de massa sdo algumas das caracteristicas que favorecem o
processo de imobilizacdo de enzimas visando a rapida separacdo entre suporte e produtos da
reacdo, em especial a imobilizacdo de aminopeptidase, lipase, lisozima, pectinase, fosfatase,
glicose-oxidase, glicosidade, celulase, hidrolase, esterase, polimerase, tanase, entre outras
(GUO e SUN, 2004).

Assim como os oxidos de ferro (magnetita), a terra de diatomaceas € um material
inorganico presente na natureza. O diatomito ou terra de diatoméaceas (TD) é uma rocha
sedimentar originada a partir de frastulas ou carapacas silicosas de diatoméaceas (algas
marinhas microscépicas). Quando a alga morre, todo o contetdo organico se destroi, e seu
esqueleto de silica se deposita no fundo das aguas, para formar ao longo dos séculos grandes
depdsitos de algas fossilizadas comumente conhecidas como diatomito (CAMPOS e
SANTOS, 1984).

O diatomito (SiO,.nH,0) é um material inerte, ndo toxico, de baixa massa especifica
aparente, com uma estrutura altamente porosa e elevada area de superficie, com carga elétrica
negativa, que contém grupos silanois (-Si-OH), os quais podem reagir com grupos funcionais
polares (BAKR, 2010). Estas caracteristicas tornam a terra de diatomaceas um suporte ideal
para imobilizacdo de biomoléculas (Fig. 10) (BAKR, 2010; CABRERA et al., 2017).



33

Figura 10- Fristula integra de diatomacea. Mapeamento de Al e Si por EDS.
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Fonte: SOUZA et al., 2003.

Cabrera et al., (2017) mostraram que a terra diatomacea magnetizada demonstrou ser
uma matriz promissora para imobilizacdo de invertase por ligacdo covalente e assim, podendo
ser usada para imobilizacdo e purificacdo de outras enzimas de interesse industrial para
aplicacdo biotecnoldgica, como a tanase.

O mecanismo de atuacdo das particulas magnéticas esta relacionado com a area de
superficie, uma aglomeracdo das mesmas inibe este mecanismo. As aglomeracGes acontecem
devido a presenca de forcas de Van der Waals e da energia de superficie. Estas forcas
existentes no aglomerado podem ser eliminadas através de processos fisicos como 0
cisalhamento, ou quimicos, que envolvem a adicdo de surfactantes ou funcionalizacdo da
superficie (MAITY e AGRAWAL, 2007).

A polianilina (PANI) é um dos polimeros condutores mais estudados no revestimento
de suportes para imobilizacdo de enzimas devido a suas propriedades eletrnica e dptica;
excelente estabilidade ambiental (JORDAN et al., 2011; JARAMILLO-TABARES et al.,
2012); facil polimerizagdo por sintese quimica (NERI et al., 2011), eletroquimica
(TAKASHIMA et al., 1995), fotoquimica (ARAUJO et al., 2010); e baixo custo do
mondmero (UMARE et al., 2010).

O uso da PANI para revestir a superficie das particulas magnéticas, disponibiliza
grupamentos amina (-NH) na superficie do suporte, formando uma estrutura “nucleo/casca”
(Fig. 11).
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Figura 11- Representacdo esquematica do suporte magnético revestido com PANI e sua estrutura

“Nucleo/Casca”.
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Fonte: Elaborado pela autora

A preservacdo das propriedades estruturais e funcionais das enzimas imobilizadas é
muito importante, o que pode ser desempenhado por um agente de reticulacdo. Para aumentar
a estabilidade operacional da tanase em suportes sélidos magnéticos e consequentemente a
sua eficiéncia de imobilizacdo, é necessaria a realizacao da ativacdo das particulas magnéticas
por agentes de reticulacdo. O glutaraldeido é um desses agentes, devido a sua solubilidade em
solventes aquosos e por poder formar ligagfes covalentes inter- e intra subunidades estaveis,
ele é popularmente utilizado como reticulante bifuncional (SIRISHA et al., 2016).

Suportes ativados com epOxi, por exemplo, sd0 muito estaveis em meio aquoso e
formam ligacGes covalentes a temperatura ambiente com grupos funcionais da enzima, tais
como, amina (-NH,), tiol (R-SH), e fenol (C¢HsO). Além disso, 0s grupos epdxi podem ser
facilmente incorporados a outros grupos funcionais por copolimerizacdo de mondmeros que
possuem grupos reativos (DENG et al., 2003). No entanto, a melhor alternativa é a utilizacdo
de glutaraldeido (GA) para ativacdo de suportes, pois melhora a estabilidade da enzima sem
promover alteracGes consideraveis na sua atividade, além de possuir baixo custo e poder ser
facilmente encontrado em grandes quantidades (YESILOGLU, 2005).

O glutaraldeido tem encontrado ampla aplicacdo no processo de imobilizacdo
enzimatica (covalente ou cruzada) em suportes solidos para biossensores, tanto em reatores
enzimaticos, como em cromatografia por bioafinidade e em pesquisa de imunossensores
(YESILOGLU, 2005; SIRISHA et al., 2016).

A efetividade da imobilizacdo com glutaraldeido depende diretamente das condicbes
experimentais em que tal procedimento é aplicado, devido a multiplicidade das estruturas
quimicas possiveis em cada situacdo. Diferentes publicacdes tém mostrado que solucbes
aquosas de glutaraldeido (25% ou 70%) representam misturas de multicomponentes. O pH
desta solucdo é de aproximadamente 3,1 e pode ser explicado j& que alguns dos grupos
aldeidos sdo parcialmente oxidados a seus &cidos carboxilicos correspondentes, dai a reducgéo
do pH da solucdo (BARBOSA et al., 2012).



35

Neste trabalho, apos o revestimento do suporte com a PANI, o glutaraldeido foi
utilizado como agente de ligacdo do suporte com a enzima (Fig. 12).

Figura 12- Etapas da imobilizacdo da tanase através da ligacdo covalente utilizando a PANI como
revestimento do suporte e o glutaraldeido como agente de ligacao.

Fonte: A autora (2018)

Sdo escassos 0s trabalhos que mostram a aplicacdo da tanase imobilizada na industria
de bebidas (SRIVASTAVA e KAR, 2010; YAO et al., 2014; JANA et al., 2015; ROBERTO
et al., 2016). Devido a caréncia cientifica, é de fundamental importancia a existéncia de
trabalhos voltados para a aplicacdo da tanase imobilizada direcionada a industria de bebidas,

com destaque, de chas, visando a minimizacdo dos custos e 0 melhoramento do produto.
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ABSTRACT

Tannase (tannin acylhydrolase, E.C.3.1.1.20) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of
ester and depside linkages in hydrolysable tannins such as tannic acid to release gallic acid
and glucose. They have several applications commercial in food industry, for example to
production of gallic acid, reduce the level of tannins in fruit juices, and preparation of
instantaneous tea. This study aimed to immobilize the tannase on suitable carrier and its
subsequent applicability in tea boldo (Peumus boldus). Tannase was immobilized on calcium
alginate bead by encapsulation technique with 75% efficiency. The immobilized enzyme was
applied for determination of catechins after their application in Boldo tea. Thermal and pH
stabilities of immobilized tannase increased as compared with free tannase. The storage
stability and reuse of the immobilized enzyme were also improved significantly and retaining
60% activity after storing 90 days at 4°C presenting residual activity after 6 cycles of repeated
use. Immobilized tannase was applied in boldo tea to investigate its astringent property.
Enzymatic treatment removed 31% tannin from boldo tea after incubation of 120 min at 40°C.
The tannase mediated the biotransformation of tea extracts causing predictable changes in
polyphenolic composition (an increase of gallic acid, catechin and flavonoid glucoside). Other
qualitative indicator was the reduction of color, clarity and pH, whereas, flavonoid (455.50

pg/ml) and antioxidant activity (42.8 %) were increased in clarified boldo tea.

KEYWORDS
Boldo Tea; Calcium alginate; Enzyme; Immobilization.
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5 CONCLUSOES

A tanase imobilizada covalentemente em terra diatomacea magnética revestida com
polianilina (MDE-PANI-TANASE) mostrou 41% de atividade residual. O perfil de pH para a
enzima imobilizada ndo mostrou diferenca em relacdo a enzima livre, enquanto o perfil da
temperatura indicou sua termostabilidade.

O K mostrou gque a tanase imobilizada tem uma maior afinidade de ligacdo com o
substrato do que a tanase livre. A mDE-PANI-TANNASE apds dez reutilizagdes manteve
66% de sua atividade inicial e quando armazenada por 90 dias a 4 °C conservou 71% de sua
atividade inicial.

A tanase imobilizada em mDE-PANI mostrou melhor desempenho que a enzima livre
para hidrolisar os taninos do cha de boldo. Ap6s 120 minutos teor destes compostos foi
reduzido em 25% no cha.

A enzima encapsulada em alginato de calcio mostrou um aumento de pH 6timo (5,0
para 6,0) e uma diminuicdo de 10 graus da temperatura Otima. Apos a imobilizacdo foi
conservado 75% da atividade especifica residual.

Apos a reutilizacdo da enzima encapsulada por 6 ciclos a atividade residual foi retida
em 50% e ap6s um periodo de 105 dias de estocagem a 4 °C foi conservada a sua atividade
em mais de 55%.

Quando aplicada no cha de boldo, a enzima encapsulada foi responsavel pela reducédo
de 31% dos taninos além de um aumento de catequinas, acido galico e flavonoide glicoside
melhorando assim o teor nutricional do cha.

Portanto, os resultados obtidos demonstram que a tanase tanto imobilizada em terra
diatomacea magnética revestida com polianilina como encapsulada em alginato de célcio
pode ser utilizadas com resultados promissores para reduzir o contetdo de taninos no cha de
boldo, além de aumentar os niveis de catequinas, acido galico e flavonodide glicoside,

melhorando o valor nutricional da bebida testada.
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PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos foram de elevada importancia. As duas técnicas de imobilizacédo
testadas foram bem sucedidas e poderdo ser utilizadas para a imobilizacdo de tanase e pode-se
propor este sistema de tanase imobilizada para remover taninos de outras bebidas aromaticas

com o objetivo de melhorar a qualidade dos produtos finais.
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Abstract

Responsible for hydrolysis of tannins present in several beverages, tannase is an industrial
enzyme of the great potential for applications in the food industry. Tannase was covalently
immobilized onto magnetic nanoparticles composed of diatomaceous earth coated with
polyaniline (MDE-PANI-TANNASE). This enzyme derivative showed 41% of residual
specific activity, higher optimum temperature (40°C) than the free enzyme (30°C) and proved
to be more thermostable, whereas both preparations presented the same optimum pH (6.0).
The apparent K., values for the free and immobilized enzyme were statistically different
(p=0.03) and equal to, respectively, 18 £ 7 uM and 10 = 2 uM. mDE-PANI-TANNASE after
ten reuses and 90 days of storage at 4°C kept as much as 66% and 71% of its initial activity,
respectively. Even though the tannins content of boldo tea was reduced by only 23-25% after
120 min treatment with either free or immobilized enzyme, mDE-PANI-TANNASE has the
advantage of being simply recovered and recycled from the reaction mixture by an outer

magnet, thus preventing contamination of the treated tea.

Keywords: Tannase; Immobilization; Magnetic particles; Boldo Tea; Tannins Hydrolysis.
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