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RESUMO

As enzimas sdo advindas de células animais, déapldmem como de micro-organismos, tendo como
papel funcional catalisar reacdes em micro-orgamssisem como aumentar a velocidade de uma
reacdo quimica em relacdo a uma reacdo ndo cdtaligaenzima inulinase possui aptiddo em
hidrolisar polimeros como a inulina, levando a jpigih de fruto-oligossacarideos. A imobilizacdo de
enzimas em suportes inertes que nao causem dateglade enzimatica, pode assegurar seu uso em
diversas bateladas, resultando em economia paegsws industriais. O objetivo deste estudo
consistiu na imobilizacdo de inulinase H&uyveromyces marxianuBlRRL Y-7571 em suporte
inorganico montmorillonita po¢o A. A metodologia ideobilizacdo foi realizada com 2g de suporte e
com uma variacdo da relacdo enzima/tampdo acetadodio pH 4,8 de 1:10; 2:10; 3:10; 4:10 e 5:10
e o0s tempos de imobilizacdo foram 0, 10, 30, 5Q, 8D e 120 minutos, em seguida foram
determinadas a atividade enzimatica e especifitagrade proteina, o rendimento de imobilizacédo e a
retengdo. Como resultado obteve-se a melhor atigiéazimatica especifica com a diluicdo 3:10 com
um valor de 975,07 U/mg, bem como o maior percérdearetencdo da enzima (42,08%) nesta
mesma relacdo. Por fim através dos testes reatiZadobtida a melhor condicdo de imobilizacédo de
inulinase ndo comercial em suporte inorganico.

Palavras-chave: Kluyveromyces marxianusNRRL Y-7571, inulinase, suporte inorgéanico,
imobilizacéo.
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1 INTRODUCAO

As enzimas podem ser encontradaséfas animais ou de plantas, bem como em
micro-organismos. Todas as enzimas sdo proteimm teomo papel funcional catalisar
reacdes em micro-organismos bem como aumentaroaidatle de uma reacao quimica em
relacdo a uma reacdo nao catalisada (Voet et @Q)2 Devido ao aprimoramento das
técnicas de producao, extracdo e purificacdo haovaumento significativo da utilizacao de
enzimas microbianas, sendo altamente empregadasnd@strias quimica, farmacéutica,
cosmeética e alimenticia.

As enzimas de origem microbiana éoapacidade de sintetizar compostos, realizar
bioconverséo, e hidrolisar polimeros de interessa@mico. A enzima inulinase, de interesse
este estudo, possui aptiddao em hidrolisar polimeonso a inulina, levando a producéo de
oligdbmeros de frutose denominados fruto-oligossdeas (Roberfroid et al.,1998). Esta
enzima é termoestavel e comercialmente viavel ppliaacdes industriais. Entretanto, uma
producdo continua de frutose requer a utilizacdonde inulinase imobilizada. As inulinases
de levedura mais investigadas sdo aquelas do gé&fieyweromycegK. marxianusvar.
marxianus entre os quais sao incluidés marxianuse K. fragilis se estendendo K.
marxianusvar. lactis e K. marxianus var. bulgaricys Essas leveduras sdo consideradas
ideais na producdao de inulinases, pois crescerdaagnte em altas concentracdes celulares e
produzem grandes quantidades desta enzima (Veradat, 1990).

A estabilizacdo das enzimas reptasama caracteristica importante do ponto de
vista econdmico, onde na forma sollvel podem pesder capacidade catalitica em uma
batelada, tornando dificil seu reuso. Aléem diss@resenca de enzima residual no meio
reacional pode se constituir em contaminacao ifaesigSebréo et al., 2007).

A imobilizacdo de enzimas em supoitertes que nao causem danos a atividade
enzimatica, pode assegurar seu uso em diversamdzte resultando em economia para
processos industriais (Dalla-Vecchia et al., 20@%.métodos utilizados para a imobilizacao
enzimatica sao classificados em métodos quimiaso(gdo, ligacdo covalentzpsslinking
e métodos fisicos (deposicao fisica para uso erasmeganicos, aprisionamento em géis ou
microcapsulas, membranas ou sistemas de fases iar@@uUoso ou agquoso/aquoso)
(Adlercreutz, 1993). A utilizagdo destes métodosedee de fatores essenciais do processo,
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como os substratos utilizados, os tipos de reag@esconfiguracdes do reator, necessitando
um projeto adequado para atender as necessidadescda. Selecionar um suporte adequado
é o principal fator, sendo definido como a parte-cdtalitica da imobilizacdo, na qual a parte
catalitica é construida. Desta forma, o métodollegsimdeve atender as duas necessidades, a
catalitica, expressa em produtividade, rendimeesiabilidade e seletividade e a ndao-
catalitica, relativa a processos de controle eragfa (Dalla-Vecchia et al., 2004).

A metodologia de imobilizacdo por@gsio de enzimas é um processo simples e de
facil execucdo. Onde a fixacdo da proteina é pumtemigsica, ou seja, a proteina adere a
superficie de um suporte inerte, por meio de ligad@idrofébicas, ligacdes eletrostaticas e
forca de Van der Waals (Kennedy et al, 1988).

Os suportes séo classificados quartmmposicdo quimica em: organicos (naturais e
sintéticos) e inorganicos (minerais e fabricadd3¥ suportes inorganicos sdo 0s mais
apropriados para uso industrial por apresentareevaéh resisténcia mecanica, boa
estabilidade térmica, resisténcia a solventes argame ao ataque por micro-organismos. Eles
sdo de facil regeneracdo por pirdlise e apresebtznrigidez da matriz, sendo estaveis em
uma ampla faixa de presséo, temperatura e pH. Noten a maioria das enzimas comerciais
imobilizadas séo obtidas de matrizes organicasddeyirovavelmente, a variedade de grupos
funcionais reativos que podem ser introduzidosesessportes (Rodrigues et al., 2008).

A literatura € relativamente escassa relacdo a imobilizacdo de inulinase em
argilas, justificando o objetivo do estudo que doicontrar uma melhor condigcdo para o
processo de imobilizacdo com inulinase ndo comedei&luyveromyces marxianudsRRL
Y-7571.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Processo de imobilizacao

O processo de imobilizacéo foi realz@esando-se 2g do suporte, com adicdo de 60
mL de uma solugdo enzimatica contendo extrato eitiion e tampado acetato pH 4,8 nas
diluicBes 1:10; 2:10; 3:10; 4:10 e 5:10. Esta s@tufpi mantida sob agitacdo magnética em
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temperatura de 4°C (banho de gelo). Durante o gpsocde imobilizacdo foram retiradas
aliquotas de 1 mL nos tempos 0, 10, 30, 50, 60,120, minutos e na solucdo de saida
(solucéo filtrada na bomba de vacuo). Com as alégumletadas foram realizadas as medidas
do teor de proteina e atividade enzimatica, parificax se o tempo influenciava no processo
de imobilizacdo. Apés o término do processo dergdsg as amostras foram filtradas a vacuo
e permaneceram por 48 horas em dessecador. Endaegun o pé dessecado foi realizada a

medicdo da atividade e proteina, seguindo metodotiEscrita a seguir.

2.1.2 Determinacao da proteina
Para a determinacéo da proteina flizatio o aparelho Qubit Fluorimeter (Kit Quant-

IT Protein Assay), seguindo a metodologia fornegiela fabricante.

2.1.3 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinaat#icionando-se 0,5g de enzima imobilizada
dessecada em um tubo de ensaio, completando-sesmano®m uma soluc¢ao de 4,5 mL de
tampao acetato 0,1M, pH 4,8 com 2% (p/v) de saeary3ds a solucado foi mantida a 50°C,
por 10 minutos. A liberacéo de acucares redutatasst(ART) foi medida pelo método DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959), ond®5 mL da amostra anterior foram diluidos
em 0,5 mL de DNS e mantidos por 5 minutos em agugento de ebulicdo. Cessado o
tempo reacional, foram adicionados 8 mL de tamadat sddio e potassio em banho de gelo.
As amostras foram lidas em triplicata, em espeatdofietro a 540 nm. Os resultados foram
expressos em unidade de atividade (U) da inulirdesf@ida como a quantidade de enzima

capaz de liberar um micromol de agucar redutongouto, nas condi¢cdes de ensaio.

2.1.4 Determinagédo do rendimento de imobilizagao
O rendimento de imobilizacdo foi cddclo de acordo com a equacéo 1, onde Ps é a
quantidade de proteina absorvida (diferenca eniniial e a estavel) e Po é a quantidade de

proteina utilizada na imobilizag&o (solugéo deaatdy.

2.1.5 Determinacao da atividade especifica
A atividade especifica foi determiaatividindo-se a atividade do extrato enzimatico

bruto pela proteina determinada. Para a enzimailimedda, 0 mesmo procedimento foi
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utilizado. A atividade especifica (AE) foi expressa unidade de atividade (U) por mililitro
(mL) de proteina para o extrato bruto e em unidkedatividade (u) por miligrama (mg) para a

enzima imobilizada.

2.1.6 Determinacao da retencéo
A rentencdo foi calculada pela eqoadonde AR € a Atividade Real (atividade da

enzima imobilizada) (U) e Ar representa a Atividdaeorica (U):

Ps
Equacéo 1 ’7(%) = Po x100

AR x100
Equacéo 2 Ra(%) = T Ar

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos resultados encontrados nas andlisesavdliacdo da relagéo
enzima/tampao, foi verificado que a relacdo 1:16 oBteve atividade enzimatica, sendo
desprezada essa relacdo. Dentre as demais rela@dE8 e a 3:10 apresentaram as melhores
atividades especificas como pode-se verificar pelaal .

Os resultados encontrados foram ingengtes porque mostraram que nao sé o tempo
€ importante no processo, mas também a concentdacdolucdo de enzima. No entanto, hi
que se considerar que 0 suporte apresenta umaidagace carga que deve ser respeitada,
de forma a ndo utilizar um excesso de enzima qsapgcausar problemas estéricos ou

mesmo impedir a estabilizacdo da enzima (Goul@@7p

Tabela 1- Atividade enzimatica especifica da enzima |leienobilizada.

Enzima livre Enzima imobilizada
Diluicdo | Ativ. Especifica (U/mg) Diluicdo | Ativ. Espifica (U/mg)
02:10 325,24 02:10 643,78
03:10 307,52 03:10 975,07
04:10 201,16 04:10 350,92
05:10 211,36 05:10 491,85
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(2)Relagéo enzima:Suport

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 1 — Efeito das variaveis manipuladas para imobilizad@é@nzima d&luyveromyces
marxianusNRRL Y-7571.

Munaretto (2011), imobilizando inulggadeKluyveromyces marxianuRRL Y-
7571 em alginato de sodio, glutaraldeido e carti&ado, obteve uma atividade especifica de
2063,52 U/mL. Paula (2007), por meio do microrgawasvar. bulgaricus imobilizou
inulinase em carvao ativado, atingindo atividadpee#ica de 0,34 UA/mg de proteina.
Gaspari et al. (1999) estudaram a imobilizacaandhniase deKluyveromyces marxiantem
diferentes suportes, como quitina, alginato des@uictina, membrana de diélise e silica de
porosidade controlada (SPC), o qual obteve a ntaxar de imobilizacdo de 73U/g utilizando
quitina com glutaraldeido.

Na avaliacdo do tempo de imobilizafiiaealizado tratamento dos dados obtendo-
se um gréfico de Pareto o qual demonstrou que paderéio influencia significativamente no
processo de imobilizagdo, desta forma 10 minutos Buficiente para a adsor¢cao da enzima
no suporte. A comparacdo de valores de atividagecéta verificados na tabela 2,
confirmam que ndo ha necessidade de um tempo denit@os para a adsorcdo da enzima
no suporte.

Como pode-se observar na tabela 3aam® rendimento de imobilizacao da relagéo
2:10 ter sido melhor, no entanto verificou-se paleela 1, que a atividade especifica da
diluicdo 3:10 foi superior, ou seja, no decorrempdoacesso de imobilizacdo as proteinas que

se ligaram ao suporte possuem maior especificidadedrélise das moléculas de sacarose.
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Tabela 2 —-Atividade especifica em diferentes tempos de ingdgho

Diluicdo Atividade especifica (U/mg)

10 minutos de imobilizacdg 120 minutos de imohg&o
2:10 304,49 142,99
3:10 329,64 203,57

Tabela 3 —Rendimento e reten¢éo nas diferentes diluicbes

Diluicdo Rendimento (% Retencao (%)
2:10 75,48 21,56
3:10 63,73 42,08

No estudo de Scherer (2010), utildmamiferentes suportes foi observado que o
processo de imobilizacdo foi mais eficiente paraagglas KSF, Po¢co A e K-10, com
rendimentos de imobilizacdo superiores e proximbs8% em relacdo a quantidade de enzima
utilizada no inicio do processo. Segundo o autstg provavelmente se deve a maior
afinidade da enzima por estes suportes. Segundb dli (2009), os grupos hidroxilas livres
presentes na superficie destes suportes podemrftigagdes pontes de hidrogénio com os
grupos funcionais das cadeias laterais dos amidosicda enzima, promovendo maior
eficiéncia no processo de imobilizacdo. Aléem dekiesas, uma fraca interacdo de forcas de
Van der Waals também pode auxiliar na adsor¢camzana na superficie do suporte.

Kochhar et al. (1998), ao imobilizamulinase dé\. versicolor obtiveram 56% de
retencdo da atividade enzimética em quitina e 1@%caseina. Yesiloglu (2005) utilizou
argila bentonita para imobilizacdo de lipase dediinrugosa por processo de adsorcao,
apresentando atividade enzimatica de 30% apOs limetdio. Spagna et al. (1995)
imobilizaram uma pectiniliase comercial em bentnibbtendo um rendimento de

imobilizacdo de 16% e atividade enzimatica de 67U/g

3 CONCLUSAO

Por meio do estudo realizado foiosiada a melhor condi¢cdo para o processo de
imobilizagcdo com inulinase ndo comercial, obtendoaaor atividade enzimatica especifica
com a diluicao 3:10 com um valor de 975,07 U/mgn lbemo o maior percentual de retencdo

da enzima (42,08%) no suporte estudado.
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