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RESUMO

Inulinase (EC 3.2.1.7), produzida pela cepa Klayveromyces marxianuBlRRL Y-7571 por
fermentacdo em estado sdlido do bagaco de canpufdicada a partir do caldo de cultura por
precipitacdo com etanol e ultrafiltracdo (UF). Qetiio deste trabalho foi investigar sistematicateen
a purificacdo de inulinase utilizando precipitag@on etanol (um produto comestivel de solvente),
acoplada a UF. Os efeitos da concentracdo de etadaltaxa de adicdo de etanol ao extrato bruto
sobre o rendimento da purificacdo e fator de magi#o foram avaliados utilizando a técnica de
planejamento experimental. A precipitacdo causoa ativagdo de enzimas e um fator de purificagédo
de até duas vezes. Apoés precipitacdo com 55 %ameletv/v) e uma vazao de 10 mL/min, seguido
por ultrafitracdo em médulo de fluxo tangenciabnt pressdo de 1 bar numa vazdo de 1 L/min
utlizando membrana de 100 kDa, a enzima foi patifeccom um fator de purificacdo de 5,5 vezes,
com rendimento de 86,1%. Este estudo apresentaesir@égia de purificacdo simples e mais eficaz
do que algumas técnicas de cromatografia.

Palavras-chave:purificacdo; inulinase; precipitagcéo; ultrafiltéeg
1 INTRODUCAO

Inulinases sdo 2,g-D-frutano-furohidrolases (EC 3.2.1.7), as quaidrdilisam a
inulina, um polimero formado por moléculas de fsetocom ligac6e$-2,1, liberando
moléculas de frutose. Esta enzima pode ser aplipagdaa producdo de xaropes de frutose,
que sdo amplamente utilizados na industria de atimsee bebidas (Ettalibi & Baratti, 2001).

As inulinases também podem ser aplicadas na proddeafrutooligossacarideos. Essas
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macromoléculas tém atraido muita atencdo devidaua aplicacdo como ingredientes
funcionais (Sangeetha, Ramesh e Prapulla, 2005).

O isolamento e purificacdo de uma enzima produpimamicro-organismos é uma
tarefa desafiadora, tendo em conta os aspectomas e técnicos, pois as etapas de
purificacdo podem representar 70-90% dos custassfiske producéo. A purificacdo de uma
proteina a partir de um meio fermentado inclui lgeeate uma combinacdo de técnicas
utilizadas para separar as proteinas de acordoseantamanho, carga, hidrofobicidade ou a
capacidade de ligar-se a certos compostos (ligatdeafinidade, ions metalicos quelados)
(Ghosh, 2003; Galaev & Mattiasson, 2001).

A técnica mais utilizada para purificacdo de prwsié a cromatografia, a qual €
bastante especifica, podendo se obter fracfes lbeas.pNo entanto, este é um processo
dificil de ser escalonado, com baixo rendimenttice@usto. Para a aplicagdo na industria de
alimentos e bebidas, enzimas microbianas exigentero grau de purificacdo, no entanto,
0s custos de separacdo devem ser minimizados para gso de enzimas na transformacéo
de produtos alimentares seja viavel (Przybycieal.et2004). Para minimiza¢do de custos é
importante encontrar econdmia e eficicia nos métddgrocessamento dewnstream

Técnicas de precipitagdo sdo normalmente aplicada® um primeiro passo no
processamento déownstream A precipitacdo pode atuar tanto na concentragdinocna
purificacdo da molécula-alvo, mas na verdade, aardracdo é mais facilmente alcancada ao
invés de purificacdo. Por isso, esta técnica euetpmente usada nos estagios iniciais das
operagbes deownstreamreduzindo o volume de estagios posteriores (Glatal., 1990;
Cortez et al.,, 1999). No entanto, em muitos casmsno na producdo de enzimas
extracelulares, a precipitacdo é uma forma efieaatiohgir um certo grau de purificacéo (Gill
et al., 2006; Cui et al., 2007).

As principais vantagens da utilizacdo de precigbagara a concentragcao e
purificacdo sdo o uso de equipamento simples, deegcalonamento e possibilidade de uso
com um grande numero de agentes precipitantesiindd alguns de baixo custo, como o
etanol, que é amplamente produzido no Brasil e nodm. (Glatz et al., 1990; Cortez et al.,
1999).

O metanol, etanol e isopropanol sdo importantesigitentes industrial. O etanol
representa, provavelmente, o equilibrio ideal eptrefeito sobre a solubilidade e carater

hidrofilico adequado para reduzir a desnaturacagreXipitacdo em etanol é uma técnica
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promissora que pode ser aplicada a diferentesipasté¢Cortez e Pessoa Jr., 1999; Cui et al.,
2007).

Processos de separacdo por membranas (PSM) sawolecades uma alternativa
econdmica para atingir alta produtividade e puazanesmo tempo. Ultrafiltracdo (UF) € o
PSM mais utilizado na purificacdo de proteinas. fanado aos métodos cromatograficos, a
técnica de separacao por membranas oferece vaastdganenor custo e facilidade de scale-
up para a produgcdo comercial. Embora UF tenha sxiencivamente investigada, a
purificagdo de proteinas por UF ainda € um desqfie precisa de mais esforcos de
investigacao (Saxena et al., 2009). A maioria dgbgd®s publicados sdo focados em solucdes
modelo de proteinas (Darnon et al., 2003, Huangl.e2009, Lin et al., 2008, Rohani e
Zydney, 2009) e a extrapolacao para sistemas roaiplexos de proteina nem sempre € facil.

A utilizacdo de processos de precipitacdo e de mammbpara a purificacdo de
inulisanes pode ser de grande interesse para stigagho e desenvolvimento de tecnologias
para aplicacdes na industria alimentar. Nessedsenti objetivo este trabalho foi investigar
sistematicamente o isolamento e purificacdo desaks produzidas por fermentacdo em
estado solido utilizando precipitacdo com etanah (produto comestivel de solvente),

acoplado a ultrafiltragao.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Produgéo de inulinase

A enzima foi produzida por fermentacdo em estados@o bagaco de cana com
Kluyveromyces marxianuRRL Y-7571. O substrato solido foi suplementadoncl5%
(p/p) de melaco de cana pré-tratado, 30% (p/ppda de maceracédo de milho (AMM) e 20%
(p/p) de farelo de soja (Mazutti et al., 2006; 2007 bagaco de cana foi obtido em um
mercado local, AMM foi adquirida da Corn Producttetnational (Mogi Guacu, SP, Brasil),
0 melaco de cana foi adquirido da Refinaria ESTangpinas, SP, Brasil) e o farelo de soja foi
adquirido na empresa Olfar (Erechim, RS, Brasil)uidade inicial dos substratos foi
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corrigida para 65%, conforme descrito anteriormgtazutti et al., 2006). O melaco de cana
foi pré-tratado com uma solucdo 200 gL-1 em &ciddusco pH 5,0. Esta solucéo
permaneceu em repouso por 24 horas. Depois dispbi final foi ajustado para 4,0 com
acido sulfurico. A solucédo foi centrifugada a 1®00g por 15 min a 4 °C (Sguarezi et al.,
2008).

As fermentacdes foram realizadas em um biorreadeitb fixo com 2 kg de bagaco
de cana seco. O arranjo experimental consiste dellumdro (34 cm de didmetro e 50 cm de
altura) conectado a uma linha de ar saturada caom. &y umidificador de ar consistia de um
cilindro de PVC em que o ar seco foi bombeado éatale uma coluna de agua usando um
borrifador de ar. O biorreator foi carregado cokgale bagaco com umidade de 65% (p/p) e
esterilizado a 121 °C por 20 minutos. O bagacinfatulado com 765 mL de uma suspensao
de células previamente preparada. Apds 24 horaagaco foi removido do reator e a enzima

extraida com tampéo acetato de s6dio100 mM pH 4,8.

2.1.2 Precipitagéo com etanol

O extrato enzimatico foi centrifugado a 2.800 xog PO min a 5 °C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi utilizado paraneettracéo da enzima. Uma solucdo aquosa
de etanol refrigerada foi adicionada gota a gotana aliquota do extrato enzimatico bruto a
uma taxa de alimentacdo determinada, utilizando boraba peristaltica (Masterflex). A
solucdo do extrato foi mantido a 5 °C durante togeriodo, sob agitagdo constante. Apos a
adicado de etanol, o precipitado resultante foirdfegado a 9.000 x g por 15 min a 5 °C. O
precipitado foi coletado e dissolvido em tampadatoade sodio 100 mM pH 4,8. A atividade
enziméatica foi determinada em todas as fracoes.

Os efeitos da concentragcdo de etanol (10-100%)taxa de alimentagao (0,09-
19,9mL/min) foram analisados por um delineamentmpmsto central rotacional (DCCR),
contendo 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais di¢dfa do ponto central, totalizando 11
experimentos. Esses niveis foram definidos com eas&abalhos anteriores do nosso grupo
de pesquisa (Risso et al., 2009). Os resultadasmfoanalisados utilizando o software
Statistica 8.0 (Stat Soft Inc. Tulsa, OK, EUA).
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2.1.3 Ultrafiltracéo

O sistema de aparato experimental consiste basitantee um maédulo de fluxo
tangencial folha plana, equipada com uma bombageeragens (microbomba, Cole Parmer,
Vernon Hills, IL, EUA), fluxdmetro (Salvi Casagramd SP, Brasil) e valvula de
contrapressao. O moédulo foi criado com uma membdan200 kDa (SEPA CF, Osmonics,
GE, Minnetonka, Minnesota, EUA). Os extratos enticod foram circulados no sistema
com controle de temperatura (5 °C), com pressdblitlr numa vazéo de 1 L/min. Para cada
ensaio experimental uma amostra foi mantida na meemperatura sem circular através do

sistema para verificar se ha perda de atividadendeira operacao.

2.1.4 Atividade enziméatica

A atividade enzimatica foi determinada pela medidataxa inicial de producdo de
acucar em condic¢des controladas (Bender et al8)2Q0na amostra de 0,5 mL da enzima foi
adicionada a 4,5 mL de uma solucdo 2% (p/v) dergseaem tampao acetato de sodio 100
mM pH 4,8 e incubadas a 50 °C por 10 min. A lib@oados aclcares redutores totais foi
determinado pelo método DNS (acido 3,5 dinitrosfalo) (Miller, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica é definida como a quantidagleemzima necessaria para hidrolisar 1

micromol de sacarose por minuto nas condi¢coesalgioe

2.1.5 Determinacao de proteina total

A concentracao de proteina total foi determinada petodo de Bradford et al., 1976,
usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.1.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A enzima purificada foi analisada por eletroforesen gel de poliacrilamida
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de acordo cométodo de Laemmli (Laemmli, 1970).
Foi utilizado um gel de separacdo de 15%. As prateforam coradas com uma solucdo
0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do planejamento experimental paaaawas condigcdes de precipitacéo
de inulinase sdo apresentados na Tabela 1, queeapaeds valores reais e codificados para as
variaveis independentes (concentracao e vazaaudelge as respectivas respostas em termos
de atividade especifica, rendimento da enzimaataw fle purificacdo. A atividade especifica
do extrato enzimatico bruto foi de 107,0 U/mg. Geemte é observado um aumento na
atividade especifica apds a precipitacdo. As maiatigidades especificas foram encontradas
no ensaio 8 (262,9 U/mg), seguido pelo ensaio 5,2%/mg) e do ponto central (215,4
u/mg).

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental @alores reais e codificados) com o
rendimento da atividade de inulinase.

. ] Atividade Rendimento Fator de
Ensaios Concentragdo (3)  Vazao (mL/mmEspeciﬁca (U/mg) Atividade % Purificacéo (FP)
Enzima - - 107,0 100 1,0

bruta
1 -1 (23,1) -1 (2,97) 185,8 93,6 1,7
2 +1 (86,9) -1 (2,97) 180,9 137,8 1,7
3 -1 (23,1) +1 (17) 117,6 73,1 11
4 +1 (86,9) +1 (17) 255,2 144,0 2,4
5 -1,41 (10) 0 (10) 115,5 81,1 11
6 +1,41 (100) 0 (10) 192,1 152,5 1,8
7 0 (55) -1,41 (0,09) 85,8 161,8 0,8
8 0 (55) +1,41 (19,9) 262,9 168,5 2,5
9 0 (55) 0 (10) 212,4 145,6 2,0
10 0 (55) 0 (10) 214,8 142,6 2,0
11 0 (55) 0 (10) 219,0 152,3 2,1

E interessante notar que na maioria dos casosupaecio da enzima foi superior a

100%. Isto sugere que a precipitacdo remove ogdoriés da enzima. A forte ativacdo da

enzima pode ser devido ao alto teor de metais pesadutros inibidores da enzima tipica

nos meios de fermentacdo. O maior rendimento netiontrado foi de 168,5% no ensaio 8.

Altas produtividades também foram obtidas no engaie no ponto central. O menor
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rendimento foi obtido nos ensaios 3 e 5, em niv&ss baixos da concentracdo de etanol, o
que sugere que baixas concentracbes de etanolnsapazes de separar a enzima de
inibidores.

Exceto 0 ensaio 7 todas as precipitacées rendERasuperior a 1, mostrando que a
precipitacdo pode levar a diferentes graus deipagéio. Os maiores fatores de purificacao
foram obtidos nos ensaios 8, 4 e no ponto ceriiraiteressante notar que neste trabalho, foi
possivel obter maiores fatores de purificacdo 5 do que aqueles comumente relatados na
literatura para as etapas de precipitacdo na pag#io da enzima (Cui et al., 2007)

A analise estatistica dos dados experimentais parmivalidacdo de um modelo
empirico para a producdo da enzima em funcédo deentmacdo e da vazao de etanol. A
equacao 1 apresenta o modelo codificado para omentb da enzima. O modelo foi
validado pela analise de variancia (ANOVA), comfmente de correlacdo de 0,91 e teste F
calculado maior do que o tabelado, transformandwdelo valido com 95% de confianca. A
Figura 1 apresenta a superficie de resposta panadelo validado para a recuperacdo da
enzima.

A andlise da Figura 1 e da Equacdo 1 mostra qunadimento da enzima € muito
mais dependente da concentracéo de etanol dotgua de adicdo de etanol ao extrato bruto.
O efeito da interacdo da concentracdo de etanak@&ovtambém foi significativa e maior do
que o efeito linear da taxa de fluxo, mostrando @peocesso é bastante complexo, uma vez
que a taxa de adicdo de etanol para o sistemagodentar ou diminuir o rendimento da
enzima, dependendo a concentracéo de etanol.

Na Equacdo 1 o Ycalc é o rendimento da enzima @@ V sdo a concentracao
codificada de etanol e a vazéo, respectivament@a@@netros desta equacdo mostram que a
concentracdo de etanol apresenta um ponto Otimopmeglucdo da enzima. Esse
comportamento pode ser devido ao fato de aumentemnaentracdo de etanol pode-se
aumentar a precipitacdo da enzima. No entanto, adé&mum certo nivel, elevadas
concentracdes de etanol podem causar perda ddaavda enzima devido a desnaturacao.
Um estudo sobre a recuperagao de inulinase refataraso da concentracado de etanol de
70% como procedimento de rotina, mas ndo mostrgoanto a atividade aumentou com este
procedimento (Risso et al., 2009). No presentedestoptamos por usar 55% de etanol em
novas medidas, uma vez que esta concentracdooreit bons rendimentos da enzima

(146,8%) podendo ser mais rentavel do que o usdtale concentracdes de etanol.
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Figura 1. Superficie de resposta para o rendimento da gag#io de inulinase (a) e curva de
contorno(b).

Yenc =14694+2704* C-2242* C* - 062*V + 192*V? + 669* C*V
(Equacéo 1)

O resumo da estratégia de purificacdo de inulinasgosto neste trabalho é
apresentado na Tabela 2. A enzima foi extraidand@avo lote de meio fermentado, quando
a atividade foi 13,24 U/mL e o teor de proteinadei 0,18 mg/mL, resultando em uma
atividade especifica de 73,56 U/mg. O extrato feicjpitado com as condi¢gbes do ponto
central do planejamento experimental, uma vez gdenmr resultar em um bom rendimento e
fator de purificacdo, como observado anteriormefstproducédo da enzima aumentou apés a
precipitacdo do etanol confirmando os resultadogldoejamento experimental. Este fato
pode ser atribuido a eliminacdo de possiveis ioie&l que poderiam ter permanecido na
solugéo, enquanto que a enzima foi precipitadanfldé&ncia do etanol sobre as enzimas pode
variar em funcdo da natureza da proteina que éppeeta. Em nosso estudo o etanol ndo
diminuiu a atividade de inulinase, mas Cui et 802 tém mostrado que o etanol poderia
causar uma diminuicdo na estabilidade transglu@sein O aumento no rendimento da
enzima também foi observado por outros autoreegtgecomportamento correlacionado com

a remocao de inibidores (Porto et al., 2008; Coeted., 2004), na purificacdo de proteases e
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xilitol desidrogenase por sistemas aquosos de faisas. Até agora, nenhum relatorio prévio

de precipitacdo com solvente mostraram resultagioglhantes.

Tabela 2 Estudo das etapas de purificagdo de inulinagé derxianusNRRL Y-7571.

Etapas de Proteina Total Atividade Atividade Rendimento da Fator de
Purificacdo (mg) Total (V) Especifica Enzima (%) Purificacédo (FP)
(U/mg)
Extrato 108 7944 73,56 100,0 1,0
enzimatico bruto

Precipitagdo 56,0 9560 170,71 120,3 2,3
com etanol

Retentado UF 16,1 6484 402,73 81,6 5,5

4.

2 3 4 5

Figura 2. SDS-PAGE das diferentes fracbes do extrato enimatinha 1: marcador de
peso molecular (de cima para baixo) 200, 150, 1Q0, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15e 10
kDa . Linha 2: extrato enzimatico bruto. Linha Rtrato enzimatico, apos precipitacdo com
etanol 55% / 10 mL/min. Linha 4: extrato enzimétiap0s precipitacdo com etanol 55% / 10
mL / min seguido por ultrafiltracdo (retentado)nla 5: fracdo do retentado do extrato

enzimatico apos ultrafiltracdo com membrana deKIsem precipitacdo anterior.

Apés a precipitacdo da enzima pré-purificada fohcemtrada e fracionada por
ultrafiltracdo, utilizando uma membrana de 100 k@se foi a melhor para aumentar o fator
de purificagcdo quando selecionada a partir de @ma fle peso molecular de corte de 30-100

kDa (resultados néo publicados). A etapa de UFatausia pequena gota no rendimento da



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 10/13
“Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

enzima devido a perda da enzima na superficie aabna@ma caracterizada pelo entupimento
ou a formacao do gel de proteinas. No entanto, am flator de purificacdo pode ser obtido
(5,5 vezes), depois da UF. Possivelmente proteio@tmminantes de preferéncia permeiam a
membrana, enquanto que a enzima foi mantida, aamém@ sua pureza.

O gel SDS-PAGE das fracOes apresentadas na Taléetadadtrado na Figura 3. Uma
pequena variacdo no perfil de proteina pode sareddo quando o extrato bruto (linha 2),
em comparacao com os demais tratamentos, mesmdayuanmaior fator de purificagéo foi
obtido (PF = 5,5, linha 4). A banda na regido d@-1P0 kDa ¢ intensificada, sugerindo que
esta pode se referir a inulinase. A concentracdbadjidas proteinas do extrato foi observada
gquando as amostras foram submetidas a ultrafiliragiesmo as proteinas de baixo peso
molecular parecem estar concentradas. Isto podees@to a polarizagdo de concentragdo e
aos fenbmenos comofouling que ocorre na superficie da membrana. As protejunassao
retidas pela membrana podem formar uma camada ldeageuperficie da membrana, que
atua como uma segunda membrana dinamica, aumensaretencdo de proteina, como ja
observado por outros autores (Ghosh & Cui, 2000).

Os fatores de purificacdo e de rendimentos enaiodrano presente estudo s&o
comparaveis e superiores aos relatados por ouitosea. Ohta et al (2002) relataram um FP
de 4,6 e um rendimento de 72% apos a ultrafiltraigémulinase d&hizopussp. Zhang et al
(2004) encontraram um FP de 4,8 e um rendimentbl&& mesmo apos a precipitacdo de
uma enzima recombinante de sulfato de amoénio e atagrafia de troca idnica. Outros
autores relatam FP de apenas 2,53 e rendiment6%e Mesmo apos a purificagdo de uma
enzima recombinante por cromatografia de afinidatlang et al., 2009). Sharma et al (2007)
encontraram FP de 4,0 e rendimento de apenas Q% a purificacdo da inulinase de
Streptomycesp. por precipitacdo com sulfato de amoénio, segpar cromatografia de troca
ibnica. Essas comparagfes mostram que o estudeeafaaima estratégia de purificagdo que

€ simples e mais eficaz do que algumas técnicasodeatografia.

3 CONCLUSAO

Neste estudo, uma estratégia para a purificacdoindénase produzida por

fermentacdo em estado sélido é proposta, utilizama® abordagem em duas etapas com base
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na precipitacdo com etanol, seguida por ultrafiicm O fator de purificacdo pode ser
aumentado 2-2,5 vezes, dependendo da concentragiartl e sobre a taxa de sua adicdo ao
extrato bruto. A precipitacdo com etanol tambénscawa ativacdo da enzima, possivelmente
devido a remocdo dos inibidores. Os resultados rarash que foi possivel obter uma
purificacdo de 5,5 vezes do extrato bruto com raedio de 86,1%, apOs precipitacao
seguida por ultrafiltracdo. Estes resultados sdmadores quando comparados a literatura,
provando que uma técnica simples de purificacdduds etapas pode ser mais eficaz do que

algumas técnicas de cromatografia.
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