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RESUMO

O trabalho avalia a atividade enzimatica residuaspecifica da inulinase d&spergillus niger
submetida a diéxido de carbono pressurizado. Qoetk tempo de exposi¢cdo, pressdo e taxa de
despressurizacdo sobre as atividades foram avali@aioum planejamento experimental fatorial com
8 pontos fatorias e triplicata do ponto centrak.r€sultados mostram que pressao de 75bar dutante 6
com uma taxa de despressurizacao rapida (200 Banim-l) favorece uma menor perda na atividade
residual de 61,06%, porém nas mesmas condi¢Oetsdé oina aumento de 12% na especificidade da
enzima Os resultados encontrados neste trabafjevesu que o tratamento a alta presséo possibilita
um aumento significante na atividade especifiesilual da inulinase obtida daspergillus niger

Palavras-chave:enzima, inulinase, didxido de carbodspergillus niger
1 INTRODUCAO

A aplicacdo de solventes em condi¢cBes supercriticgeoximas ao seu ponto critico
€ baseada na observacdo experimental da caractemste muitos gases apresentam de
melhorar significativamente o seu poder de solzdgiio quando submetidos a altas pressdes
(McHugh e Krukonis, 1994).

Dentre os diversos fluidos supercriticos, o dioxa carbono tem sido apontado

como o0 mais adequado, pois as escalas de tempeustanas no emprego deste solvente sao
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compativeis com o uso das enzimas como catalissdarém disso, ele € o solvente mais
aceito para aplica¢cfes industriais, uma vez queodealgumas vantagens sobre os solventes
organicos ou a agua, quais sejam: atoxicidadeinfi@gmnabilidade, baixo custo, facilidade de
recuperacdo do produto e alta transferéncia deangatesxas de reacdes enzimaticas.

Muitas reacdes tém sido estudadas nesta areainmhzla oxidacdo de fendis pela
polifenol oxidase (Hammond et al., 1985) e a coséerde p-nitrofenilfosfato e p-nitrofenol
por uma fosfatase alcalina (Randolph et al., 1988htre os estudos encontrados na literatura
sobre o uso de dioxido de carbono como solvent#fjcaese o de Knez e Habulin (2001),
que investigaram a estabilidade de diversas enzirease elas as d@seudomonas
fluorescens Rhizopus javanicysRhizopus niveug Candida rugosafrente ao diéxido de
carbono supercritico e propano préximos ao porit@ar expostos a 300 bar e 40°C por 24
horas. Neste mesmo estudo, os autores submetezarminaa deCandida rugosa reacao de
esterificacdo do acido n-butirico em didxido déboan supercritico, propano e sem solvente.
Verificou-se que as taxas iniciais de reacdo deprarfdrtemente da escolha do solvente a ser
utilizado. Ocorreu uma diferenca significativa enar atividade da lipase em dioxido de
carbono supercritico e em propano, sendo que exiddidle carbono a atividade das lipases
diminuiram notadamente.

Existe uma infinidade de aplicacbes possiveis pgeses pressurizados e,
possivelmente, um maior conhecimento das caraiitadse do comportamento de enzimas
nestes solventes, significaria aprimoramento degibsacoes.

As inulinases podem ser utilizadas em processdsddélise da inulina para obtengéo
de xarope de frutose e de frutooligossacaridetaanbém na sintese de frutooligossacarideos
a partir da sacarose. Muitos dos frutooligossaeasdhdo sao degradados pelas enzimas
digestivas humanas, o que os tornam desejaveis edogantes, alimentos de baixa caloria
podendo ser consumidos por diabéticos (Playnec@dén, 1996).

A literatura apresenta escassez de estudos no eudtuidos pressurizados como
tratamento de inulinase. A maior parte dos estymdsicados trata-se dos efeitos sobre a
lipase. Neste contexto, o objetivo do trabalho dealiar o comportamento da atividade
enzimatica residual e especifica da inulinase atlteAspergillus nigerapds ser submetida a

diéxido de carbono pressurizado.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Reagentes e enzimas

O micro-organismo utilizado folrespergillus nigeradquirido da Sigma-Aldrich.
O solvente utilizado foi dioxido de cano de procedéncia White Martins S.A. (com

99,5% pureza, fase liquida).

Processo de imobilizacao

Para o processo de imobilizacdo, incete foi preparada uma solucdo de gel,
contendo agua destilada e alginato de sédio, os fu@m aquecidos em micro-ondas, até
total dissolugdo. 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 soluc¢éo contendo tampéo acetadp3p®{1 M e cloreto de célcio 0,2 M
com 3,5% de glutaraldeido, em banho de gelo, sitdcag.

Determinacédo da atividade enzimatica

A atividade enzimética do imobilizadd determinada adicionando-se 0,5 g de enzima
imobilizada macerada em 4,5 mL de uma solucao tarapétato de sodio 0,1 M, pH 5,5 com
2% (p/v) de sacarose. Apos diluida, a solucdo famtida a 50°C, por 2 min A liberacdo de
acucares redutores totais (ART) foi medida pelooo@tDNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico)
[Miller, 1959]. As amostras foram lidas em tripiaaem espectrofotometro a 540 nm.Para
determinacdo dos valores de proteinas utilizouggel lde amostra em 1ADde solucdo

tampéao padréo, as amostra foram lidas em fluorin{etétodo do equipamento).
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Tratamento das enzimas a alta presséo

O equipamento utilizado nos experimerdesavaliacdo da atividade da enzima em
fluidos pressurizados consiste basicamente de warvaodrio de solvente (didéxido de
carbono), dois banhos termostaticos, uma bombaritega (ISCO 260D), uma cuba de acgo
inoxidavel com um volume interno de 3mL, um trarieduwe pressao absoluta (Smar,
LD301) construido para conduzir os experimentos3&tgbar e 80°C [Fricks et al, 2006].
inulinase (0,7g) foi colocada na célula e o reatergulhado no banho com a temperatura ja
estabelecida (40°C). ApOs esta etapa, o sistemarésisurizado e mantido a temperatura
constante por um tempo de exposicao (1-6h), taxaleseompressao (10-200bar/min) e
pressdo (75-275 bar) conforme planejamento. Ad#tdeé residual e proteina da inulinase
foram determinadas em relacdo aos valores obtides ae ap6s o tratamento. Um
planejamento experimental com dois niveis e te#gveis (pressdo, tempo de exposicao e
taxa de despressurizacéo) e triplicata do ponttralgpara a avaliacdo do erro experimental.

Os resultados foram analisados usando o softwateststa 6.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A menor perda de atividade ap0ds o tratamento doridd de carbono foi encontrada
no ensaio 4 (61,06%) onde a enzima foi expost®kmr7durante 6h com uma taxa de
despressurizacdo rapida de 200kg/m-3 min-1.0Obssrvgue e maior atividade residual e
especifica ocorre no ensaio onde a enzima foi std@na uma taxa de despressurizacéo
rapida, o que pode ter ocasionado uma mudanca emcauformacao terciaria e por
consequéncia aumento em sua especificidade

Segundo Celebi et.al. (2007), ao remlzaratamento da enzima com CO2, pode
ocorrer uma interacdo do gas com o centro ativend@ma promovendo uma alteragcdo em
sua conformacédo. Essa interacdo pode formar coogasirbamatos do CO2 e grupos de
aminas livres na superficie da enzima, esses cdogpgsopiciam a desnaturacdo das
proteinas que nao participam da reacdo e podemefzema enantiosseletividade da enzima.

Kim e Hong (2001) estudaram o tratameshé celulose com dioxido de carbono
supercritico e tiveram um significante aumento eredimento de acucares finais na hidrélise

enzimatica, mostrando ser este um tratamento coitasmantagens como a ndo toxidade e
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baixo custo do CO2, altas concentracfes de soOlmb@s materiais pré-tratados e baixas
temperaturas no pré-tratamento.

Zheng et al, (1995) estudaram a explod@ocelulose com CO2 supercritico e
observaram um aumento da reatividade da celulosthonando a taxa de hidrdlise pelo
aumento da area superficial acessivel do substeditbsico. Um aumento da pressao acelera
a penetracdo das moléculas de CO2 na estrututalioase assim, mais glicose € produzida

na hidrélise em relagéo ao material ndo tratado CQA.

Tabela 1- Atividade realtiva residual *(%) sobrmalinase deAspergillus nigemapos

tratamento com C{Opressurizado.

Enzima Imobilizada 106,06
0,13 798,03
(L/g)y** (L/g)
R Ativ. Atividade
P T Residual Proteina Enzimatica
) (kg m3 L o
Ensaio (bar) (horas) - Enzimatica (mg/g) especifica
i) (©0)* (U/mg)
1 -1(75) -1 -1 (10) 51,63 0,07 747,60
2 -1 (75) -1 (1) 1 (200) 43,86 0,16 282,4
3 -1 (75) 1 (6) -1 (10) 52,00 0,14 389,8
4 -1 (75) 1 (6) 1 (200) 61,06 0,07 952,3
5 1 (275) -1 (1) -1 (10) 32,32 0,06 539,00
6 1 (275) -1 (1) 1 (200) 32,03 0,09 361,90
7 1 (275) 1 (6) -1 (10) 29,82 0,12 268,70
8 1 (275) 1 (6) 1 (200) 45,53 0,09 506,10
9 0 (175) 0 (3.5) 0 (105) 49,55 0,06 811,70
10 0 (175) 0 (3.5) 0 (105) 47,78 0,07 741,50
11 0 (175) 0 (3.5) 0 (105) 51,86 0,06 840,10

P=presséo t= tempo de exposi¢do R= taxa de despressio
*atividade enziméatica residula definida como o valbsoluto de (ativ. Inicial/ativ. Final)/100

** atividade da enzima antes do tratamento

Apo6s o tratamento dos dados da Tabel®ilpossivel a construgdo das curvas de

contorno, onde observa-se que 0os maiores valoregtididade residual e especifica da
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enzima de Aspergillus niger apds ser submetidasaanento em fluido pressurizado ocorre
gquando os experimentos foram conduzidos em niwgier®res de tempo (6h) e taxa de

despressurizacao (200 kg/m-3 min-1) e nivel infat@pressao (75bar).

200
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2
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Figura 1- Curvas de contorno para os resultad@dideade residual e especifica da enzima
deAspergillus nigerapds tratamento com diéxido de carbono (a) tempessao; (b) taxa de

despressurizagéo x tempo; (c) taxa de despressainizapressao.

3 CONCLUSAO

O emprego do CO2 como tratamento de enzimas promowe aumento na
especificidade da reagcdo enzimatica e uma mendaen sua atividade residual. A condicédo
onde ocorreu maior aumento da atividade espec(B62,30 U/mg) e menor perda na
atividade residual (61,06%) para a enzima comerdal Aspergillus niger foi a
correspondente a pressao de 75bar e taxa de drsprasdo rapida de 200 kg/m-3min-1
durante 6h. Mostrando que a utilizagdo de dioxidaarbono pressurizado pode causar uma

aumento de 12% na capacidade de hidrdlise da s&cpeta inulinase.
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