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RESUMO

O trabalho avalia a atividade enzimatica residuatspecifica da inulinase d€luyveromyces
marxianusNRRL Y-7571 submetida a butano comprimido. O efdit tempo de exposicao, pressao e
taxa de despressurizacdo sobre as atividades foraliados por um planejamento experimental. Os
resultados mostram que pressdo de 30bar duranteoi®huma taxa de despressurizacdo lenta
(20bar/min) favorece um incremento de 209,99% mnadatle enzimatica residual e utilizando as
mesmas condi¢cdes e uma taxa de despressuriza¢d® (BpObar/min) aumenta a atividade especifica
(492,55%). Os resultados encontrados neste trabsligerem que o tratamento a alta presséo
possibilita um aumento significante na atividadgpeeffica e residual da inulinase obtida de
Kluyveromyces marxianl$RRL Y-7571.

Palavras-chave:butano, fluido pressurizado, inulinase, atividadeimatica.

1 INTRODUCAO

A tecnologia supercritica vem sendo empregadamesfarescente para a obtencao de
produtos com maior qualidade, visando principalmenaplicacdo nas industrias alimenticia
e farmacéutica [Castilho et al, 2000].

Dados da literatura apontam a possibilidade dezezatratamento de enzimas em
fluidos supercriticos, obtendo assim maiores tagasatividade enzimatica residual e
especificidade [Celebi et al, 2007; Knez e Habuliip2; Oliveira et al, 2006a, 2006b].
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Quando da utilizacdo dos solventes pressurizadogpsnautores concluiram que o dioxido
de carbono é o solvente que acarreta maior pera@éivdgade enzimatica, diferentemente do
propano e butano que se mostram solventes potempeiea utilizacdo em reacdes enzimaticas
a altas pressodes [Dalla Rosa et al, 2008].

E importante salientar que, de modo geral, o stdvgaode afetar fortemente a
atividade da enzima através de sua interacdo ceuparte, no caso de enzimas imobilizadas,
ou mesmo com radicais da propria enzima [Oliveiia,2006a, 2006b].

Com base em alguns resultados da literatura [ Aleded al, 2008; Liu et al, 2005;
Oliveira et al, 2006a, 2006b; Fricks et al, 20@fje revelam que algumas enzimas aumentam
suas atividades e outras diminuem/perdem suasiaties apds tratamento com fluidos
comprimidos, o uso destes solventes pode ser ueraaiva interessante ndo somente para
conduzir rea¢des enzimaticas , mas também aunmeeataridade dos sistemas enzimaticos ou
inativar/reduzir sua atividade. Uma breve investigada literatura revela que, enquanto
existe uma quantidade de dados relativamente grafat@onada a atividade e estabilidade de
enzimas em dioxido de carbono, existe uma lacunaesmondente a informagdes
experimentais para outros solventes comprimidésctano butano.

O interesse pela inulinase iniciou-se com a destable sua habilidade de hidrolisar
inulina, um polimero vegetal, em frutose praticategoura [Ettalibi e Baratti, 1987], e na
sintese de oligossacarideos [Kim et al, 2001], astgs considerados prebidticos. De acordo
com Mazutti et al, [2010], as inulinases também sfuicadas na producdo de
frutooligossacarideos (FOS) pois apresentam cercerdterco do poder adogante da sacarose
e ndo sdo caloricos, ndo podem ser consideradbsidatos ou acucares nem fonte de
energia, mas podem ser usados de modo segurogbetidos.

Neste contexto, com base na literatura relacioremgotencial de aplicacdo de
inulinases em reacdes de FOS, surgiu o interessev@stigar o comportamento da atividade

enzimatica da inulinase apds sofrer tratamento lma@no pressurizado.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Reagentes e enzimas

O micro-organismo utilizado foi a levedKluyveromyces marxiand$RRL Y-7571,
a qual foi previamente reportada como produtorandknase por FES e é pertencente ao
grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) [Maztiil, 2010].

O solvente utilizado foi propano de procedéncia t&/artins S.A. (com 99,5%

pureza, fase liquida).

2.1.2 Processo de imobilizacao

Para o processo de imobilizacdo, imeeate foi preparada uma solugdo de gel,
contendo agua destilada e alginato de sédio, os fu@m aquecidos em micro-ondas, até
total dissolucdo. Em seguida, foi adicionada arsaea Apos resfriamento a temperatura
ambiente, foram adicionados o0 extrato enzimaticon catividade pré-estabelecida, o
glutaraldeido e o carvao ativado [Risso et al, 20C0m uma bomba peristéltica, o gel foi
bombeado em uma solucdo contendo tampéao acetade8p®{1 M e cloreto de calcio 0,2 M
com 3,5% de glutaraldeido, em banho de gelo, sibdcag.

2.1.3 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica do imobilizado foi deterndaaadicionando-se 0,5 g de
enzima imobilizada macerada em 4,5 mL de uma soltagdpéo acetato de sédio 0,1 M, pH
4,8 com 2% (p/v) de sacarose. Apos diluida, a &oldgi mantida a 50°C, por 10 min A
liberacdo de acuUcares redutores totais (ART) fodidze pelo método DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) [Miller, 1959]. As amostras faralidas em triplicata, em espectrofotémetro
a 540 nm. Para determinacdo dos valores de pretafiliaou-se 10uL de amostra em B0
de solucéo tampédo padréo, as amostra foram liddkierirmetro (método do equipamento).
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2.1.4 Tratamento das enzimas a alta presséo

O equipamento utilizado nos experimerdesavaliacdo da atividade da enzima em
fluidos pressurizados consiste basicamente de werva&torio de solvente (butano), dois
banhos termostaticos, uma bomba de seringa (IS©D)26ma cuba de aco inoxidavel com
um volume interno de 3mL, um transdutor de presg@mluta (Smar, LD301) construido
para conduzir os experimentos até 350bar e 80°%CkE-et al, 2006]. A inulinase (0,7g) foi
colocada na célula e o reator mergulhado no baohoactemperatura ja estabelecida (40°C).
ApOs esta etapa, o sistema foi pressurizado e dwaatiemperatura constante por um tempo
de exposicdo (1-6h), taxa de descompressédo (20adfb) e pressao (30-270 bar)
conforme planejamento. A atividade residual e pnatela inulinase foram determinadas em
relacdo aos valores obtidos antes e apds o tratamgm planejamento experimental, com
dois niveis e trés variaveis (pressdo, tempo d®sigfo e taxa de despressurizacdo) e
triplicata do ponto central para a avaliacdo dm e¥rperimental. Os resultados foram
analisados usando o software Statistica 6.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos patiidade enzimatica da inulinase de
Kluyveromyces marxianuBlRRL Y-7571 imobilizada apés tratamento com butabDe
acordo com estes resultados a enzima apresenttw gam todas condicbes experimentais
investigadas. A atividade de inicial desta enzideerminada neste trabalho, é de 66,67U/g.
O maior ganho de atividade ocorreu no experimen{203,99%), relacionado as condi¢des
de limite inferior de pressdo e taxa de despressgdd e limite superior de tempo de
exposicdo Porém o maior valor de atividade especifoi obtido no experimento 4
(492,55%), relacionado as condicdes de limite iofede pressdo e limite superior de tempo
de exposicao e taxa de despressurizacgao.

Com relacdo a atividade da inulinase stiolae butano pressurizado, apos tratamento
dos dados da Tabela 1 nota-se que a pressdo, essim a interacdo entre o tempo de
exposicao e pressdo e a interacdo entre pressa@ @le¢ despressurizacdo apresentaram-se

mais significativas, sugerindo que submeter a emzm solvente em uma menor pressao X
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taxa de despressurizacdo e maior tempo de exposicagsionaria um maior ganho de
atividade. Entretanto para que a enzima se torng @specifica em sua quebra € necessario
que sofre uma despressurizacdo rapida. Com o eatandos dados tabela 1 foi possivel
obtencao das superficies de resposta e curvasittemo (Figural).

Tabela 1- Atividade relativa residual* (%) sobreaimulinase nao-comercial de

Klyveromyces marxianU$RRL Y-7571 apos tratamento em butano pressurizado

Enzima Imobilizada** 66,67 (U/g) 0,17 399,43
P T R Butano Proteina (mg/g) Ativ. Enz. Espec.
Ensaio (bar) (horas) (bar/min) (%) (U/mg)
1 -1(30) -1(1) -1 (20) 140,65 0,09 1000,80
2 -1(30) -1(1) 1(100) 138,87 0,06 1467,90
3 -1(30) 1(6) -1 (20) 209,99 0,14 1019,70
4 -1(30) 1(6) 1(100) 151,47 0,05 1967,40
5 1(270) -1(1) -1 (20) 116,64 0,06 1281,60
6 1(270) -1(1) 1(100) 143,55 0,08 1165,50
7 1(270) 1(6) -1 (20) 111,51 0,08 912,70
8 1(270) 1(6) 1(100) 129,06 0,08 1008,40
9 0 (150) 0 (3.5) 0 (60) 148,48 0,06 1654 5
10 0 (150) 0 (3.5) 0 (60) 152,19 0,09 1095,3
11 0 (150) 0 (3.5) 0 (60) 153,92 0,07 1462,00

P=presséo t=tempo R=taxa de despressurizacao
* atividade enzimatica definida como valor absoldéo(ativ. Final/ativ.inicial)x100

** atividade inicial da enzima antes do tratamento

Alguns trabalhos apresentados na litemafkinez, 2009;Oliveira et al, 2006a, 2006b]
sugerem que a etapa de despressurizacdo interéeratividade enzimética depois do
tratamento com fluidos pressurizados e, segunda K2@04], o tratamento a alta presséao
pode distorcer a estrutura secundaria e terciasigpalipeptideo, o que resultaria numa
conformacdo da enzima diferente da nativa, masntu@ivesse ou aumentasse a atividade

catalitica, sem que ocorra a desnaturacdo da paotee acordo com Knez [2009] a taxa de
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despressurizacdo é um passo determinante em relagfividade da enzima pré-tratada em
fluidos pressurizados.

Assim, os resultados reportados na literaturaagpossentados neste trabalho, parecem

indicar que os solventes com baixa constante disdét ativacdo interfacial, permitem maior
acesso ao sitio ativo da enzima [Knez, 2004].
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marxianusNRRL Y-7571 apos tratamento com butano (a) tempaxa de despressurizacao;
(b) pressao x tempo; (c) presséo x taxa de despizasao.

3 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste trabalhppssiivel observar que o tratamento
de inulinase com butano pressurizado € eficaz pasmento de atividade enzimatica
residual (209,99% ) e sua especificidade , poré&a asmento depende significativamente da
natureza estrutural da enzima, sua forma de apegsen e as condicbes experimentais
imposta, por exemplo, tempo de exposicdo, taxaedprdssurizacdo e pressao. Foi observado

experimentalmente que para inulinase imobilizadwrec um aumento em sua atividade em
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todas as condi¢cdes experimentais, porém as pregsOesnas ao limite inferior (30bar)
permitiu maior incremento. Entdo, o uso de fluidosprimidos, como butano, pode ser de

relevancia tecnologica para melhorar a atividaderdémas.
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