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RESUMO - Inulinase (EC 3.2.1.7), produzida pela cepa Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 por
fermentacdo em estado sélido do bagaco de cana, foi isolada e purificada a partir da mudanga de forca
ibnica do meio com adicdo de NaCl e CaCl, seguida de precipitacdo com alcool n-propilico ou alcool iso-
propilico. Os efeitos da concentracdo dos alcoois e a taxa de adicdo ao extrato enzimético bruto sobre 0
rendimento da purificacdo e fator de purificacdo foram avaliados utilizando a técnica de planejamento
experimental. A precipitagdo causou uma ativagdo da enzima apresentando um fator de purificagdo de 2,4
vezes para ambos os alcoois avaliados. O fator de purificagio foi afetado positivamente pela mudanca de forga
idnica do meio com a adicéo de 0,5 mol.L™ de NaCl antes da precipitagio com os alcoois (n-propilico ou iso-
propilico). Um fator de purificacdo de 4,8 vezes e um rendimento da enzima de 78,1% pode ser observado
através da adicéo de 0,5 mol.L™* de NaCl ao extrato bruto, seguido de precipitacdo com 50% (v / v) de &lcool n-
propilico, adicionado a uma vazdo de 19,9 mL / min. Este estudo apresenta uma estratégia de purificacdo
simples e eficaz quando comparada a algumas técnicas de cromatografia.
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1 INTRODUCAO

Ha& um interesse consideravel no desenvolvimento de processos eficientes de downstream para a
recuperacdo e purificacdo de enzimas (RUIZ-RUIZ et al., 2012). Processos que permitam obter o maximo
rendimento com 0 menor custo sdo extremamente desejaveis e representam uma area de pesquisa de grande
interesse.

A inulinase é uma importante enzima empregada em Varios processos, como na producdo de frutose

pela hidrélise enzimética da inulina, na obtencdo de fruto-oligossacarideos (FOS) e na sintese de
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oligossacarideos a partir da sacarose. Sua principal aplicacdo esta relacionada a produgdo de xarope com alto
teor de frutose (ETALLIBI e BARATTI, 2001; SANGEETHA et al., 2005). A frutose também é amplamente
utilizada, em substituicdo a sacarose, em muitos alimentos, medicamentos e bebidas (GILL et al., 2006; CHEN
et al., 2009).

A precipitagdo é comumente empregada para isolar e concentrar enzimas e outras macromoléculas.
Esta técnica oferece a possibilidade de concentrar e purificar a macromolécula alvo geralmente a um custo
acessivel (BOERIS et al., 2009). Os processos de precipitacdo com sais e solventes sdo bastante utilizados em
operacdes de concentracdo e pré-purificacdo de proteinas. A elevacdo da forca ibnica do meio com a adicdo de
altas concentrac@es salinas pode provocar a perda de atividade enzimatica. Solventes organicos também podem
ser usados na precipitacdo de proteinas. No entanto, assim como os sais, podem causar a perda de atividade da
enzima, e sua adequacdo deve ser verificada experimentalmente. Poucos estudos sistematicos sobre 0 uso de sais
e solventes no isolamento e pré-purificacdo de proteinas sdo encontrados na literatura (ZHANG et al., 2004;
CORTEZ e PESSOA Jr, 1999).

Neste contexto, o objetivo deste estudo visa o0 desenvolvimento de uma estratégia de purificacdo da
enzima inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, com base na mudanca da forca idnica do meio

pela adicdo de sais (NaCl e CaCl,), seguida por precipitacdo com alcoois (n-propilico e iso-propilico).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRE-CONCENTRAGCAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAO

Os alcoois n-propilico ou iso-propilico foram adicionados, gota a gota, em uma aliquota do extrato
bruto a uma taxa de alimentagdo determinada, utilizando uma bomba peristaltica (Masterflex). A solugdo
do extrato enzimatico foi mantida a 5 °C sob agitacdo constante durante todo o processo. Apos a adicao do
solvente, o precipitado resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 5 °C. O precipitado foi
coletado e dissolvido em tampéo acetato de sédio 100 mM pH 4,8 (RISSO et al., 2009). A atividade
enzimatica e a proteina total foram determinadas em todas as fracBes. Os efeitos da concentracdo dos
alcoois estudados (10-90%) e a taxa de alimentagdo (0,09-19,9mL/min) foram analisados por um
delineamento composto central rotacional (DCCR), contendo 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e triplicata
do ponto central, totalizando 11 experimentos. Esses niveis foram definidos com base em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (RISSO et al., 2009; GOLUNSKI et al., 2011). Os resultados foram
analisados utilizando o software Statistica 8.0 (Stat Soft Inc. Tulsa, OK, EUA).

2.2 MUDANCA DE FORCA IONICA DAS SOLUCOES

Para os ensaios de mudanca da forca ibnica do meio, foram utilizados os sais NaCl e CaCl, nas
concentracdes de 0,05; 0,1 e 0,5 mol/L. Para o NaCl a for¢a idnica é igual a concentracdo do sal. Para as
solugdes de CaCl,, as forcas idnicas equivalentes a cada concentragdo estudada foram 0,26; 0,60 e 3,0 mol/L.

Cada concentracdo foi adicionada ao extrato enzimatico bruto e, apds a dilui¢do, este foi submetido a
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precipitacdo com alcoois (n-propilico e iso-propilico), nas condigBes otimizadas pelo planejamento de
experimentos. Ap6s a adicdo dos alcoois, o precipitado resultante foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 min a
5 °C. O precipitado foi recolhido e dissolvido em tampdo acetato de sodio 100 mM, pH 4,8. A atividade da

enzima e proteina total foi determinada em todas as fracoes.

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E PROTEINA TOTAL
A atividade enzimatica foi determinada pela medida da taxa inicial de producédo de agtcar em condigdes
controladas (BENDER et al., 2008). Uma amostra de 0,5 mL da enzima foi adicionada a 4,5 mL de uma solucéo
2% (p/v) de sacarose em tampéo acetato de sodio 100 mM pH 4,8 e incubadas a 50 °C por 10 min. A liberacao
dos agucares redutores totais foi determinado pelo método DNS (&cido 3,5 dinitrossalicilico) (MILLER, 1959).
A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford et al., (1976), usando

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada a avaliacdo da precipitacdo da enzima inulinase utilizando um delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22, cuja matriz com os valores reais e codificados para as variaveis
independentes (concentracdo e vazdo do alcool utilizado) e as respectivas respostas em termos de atividade
especifica, rendimento da enzima e o fator de purificacdo estdo apresentados na Tabela 1.

A atividade especifica do extrato enzimatico bruto foi de 74,6 e 81,6 U/mg para os testes com o alcool
n-propilico e iso-propilico, respectivamente. Geralmente é observado um aumento na atividade especifica apds a
precipitacdo. Independente do &lcool, as maiores atividades especificas foram encontradas no experimento 8,
com 182,2 U/mg para o alcool n-propilico e 194,7 U/mg para o alcool iso-propilico. Os maiores rendimentos
também foram encontrados no ensaio 8 (113,8% para o alcool n-propilico e 126,1% para o alcool iso-propilico).
O menor rendimento foi obtido no ensaio 5, na menor concentracdo de alcool utilizada, o que sugere que baixas
concentracdes de alcool sdo incapazes de separar a enzima dos inibidores.

Para o alcool n-propilico, os maiores fatores de purificacdo foram encontrados nos ensaios 8, 7 e no
ponto central. Os maiores fatores de purificacdo foram obtidos com a precipitagdo com alcool iso-propilico e
foram observados no ensaio 8 seguido do pontos central. Os fatores de purificacdo encontrados neste estudo (em
torno de 2,4) sdo maiores (=60%) do que os normalmente encontrados na literatura (FP = 1,75), utilizando
diferentes solventes para a precipitacdo de enzimas (ZHAO et al., 2011). Todos os modelos propostos foram
validados por meio da anélise de variancia (ANOVA), apresentando coeficientes de correlacdo (R) superiores a

0,91 e valor de F calculado maior do que o F tabelado, com 95 % de confianga.
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Tabela 1. Matriz do DCCR 22 (valores reais e codificados) e respectivas respostas em termos de atividade
especifica, rendimento da atividade de inulinase e fator de purificacdo para precipitagdo com os alcoois n-

propilico e iso-propilico.

Alcool n-propilico Alcool iso-propilico
Ensaios  “Conc % Vazdo Atividade ~Rendimento *FP | Atividade  Rendimento  *FP

(mL/min) | Especifica Atividade % Especifica  Atividade %

(U/mg) (U/mg)
Enzima - -

bruta 74.6 100 1.0 81.6 100 1.0
1 -1(22) -1(2.97) 100.9 41.7 1.3 41.0 21.9 0.5
2 +1 (78) -1(2.97) 141.2 94.0 1.9 11.8 88.6 1.4
3 1(22) +1 (17) 152.6 423 2.0 483 273 0.6
4 +1 (78) +1 (17) 144.0 99.9 1.9 128.1 89.4 1.6
5 -1.41 (10) 0 (10) 9.6 3.0 0.1 7.4 2.22 0.1
6 +1.41 (90) 0 (10) 150.8 105.9 2.0 107.9 84.9 13
7 0 (50) -1.41 (0.09) 162.2 100.3 2.2 114.9 83.9 1.4
8 0 (50) +1.41 (19.9) 182.2 113.8 2.4 194.7 126.1 2.4
9 0 (50) 0 (10) 150.1 100.0 2.1 151.0 98.2 18
10 0 (50) 0 (10) 157.1 101.5 2.1 149.4 97.4 1.8
11 0 (50) 0 (10) 157.0 99.4 2.1 151.2 100.0 1.8

*conc: concentracdo; *FP: fator de purificacdo

O efeito da mudanca da forca idnica do meio foi avaliada pela adicdo de diferentes concentracdes de
NaCl e CaCl, ao extrato bruto, e posterior precipitacdo com alcoois. Os resultados estdo apresentados na Tabela
2. Nos ensaios, com CaCl,, a maioria das concentra¢@es do sal resultou em rendimentos de atividade superiores a
100%. Os maximos rendimentos foram observados utilizando CacCl, e éalcool iso-propilico (0,10 e 0,50 mol / L,
respectivamente) e alcool n-propilico (0,05 mol / L).

Considerando os fatores de purificacdo, todos os ensaios utilizando sais resultaram em FP superior a 2,4
vezes, valor de referéncia, uma vez que também foi conseguido usando o etanol em estudos realizados por nosso
grupo de pesquisa (GOLUNSKI et al., 2011). Cabe ressaltar que quando foi testado 0,5 mol / L de NaCl e uma
concentracdo de 50% de alcool n-propilico numa vazéo de 19,9 mL/min (condicdo otimizada), foi observado um
FP de 4,8 vezes. O FP e os rendimentos obtidos em nosso estudo sdo comparaveis ou superiores aos encontrados
na literatura. Li et al. (2012) encontraram um FP de 3,4 vezes e um rendimento de 51,1% apds a purificacdo de
uma endo-inulinase utilizando cromatografia DEAE-Sepharose. Zhang et al. (2009) obtiveram um FP de 2,53
vezes e um rendimento de 46% na purificagdo de inulinase recombinante, utilizando cromatografia de afinidade.
Deste modo, os resultados apresentados em nosso estudo mostraram um grande potencial de aplicacdo da

metodologia proposta como uma estratégia de purificacdo simples e de baixo custo.
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Tabela 2. Efeito da mudanga de forca idnica sobre o extrato enzimatico seguido de precipitagcdo com solventes

organicos.
’ Espécies Concentragdo Proteina  Atividade  Atividade Rendimento Fator
Alcool de Sal Sal Total Total Especifica Atividade Purificacdo

(mol/L) (mg/mL) (U/mL) (U/mg) (%) FP

* * * 0,238 25,6 107,6 100 1,0
n-propilico NaCl 0,05 0,165 52,2 3151 81,5 2,9
n-propilico NaCl 0,10 0,155 50,4 3238 78,8 3,0
n-propilico NaCl 0,50 0,098 50,0 516,6 78,1 4,8
* * * 0,331 20,7 62,6 100 1,0
iso-propilico NaCl 0,05 0,216 51,3 236,2 98,5 3,8
iso-propilico NaCl 0,10 0,232 52,5 227,2 101,3 3,6
iso-propilico NaCl 0,50 0,200 46,6 232,6 89,8 3,7
* * * 0,228 15,4 6,4 100 1,0
n-propilivo CaCl, 0,05 0,205 46,4 226,4 120,7 3,3
n-propilico CaCl, 0,10 0,175 45,1 257,3 1174 3,8
n-propilico CaCl, 0,50 0,199 214 107,6 55,6 1,6
* * * 0,234 17,3 74,3 100 1,0
iso-propilico CaCl, 0,05 0,237 43,6 1834 100,7 2,5
iso-propilico CaCl, 0,10 0,222 56,2 253,3 129,8 34
iso-propilico CaCl, 0,50 0,228 52,1 229,6 1204 3,1

* extrato enzimatico bruto

4 CONCLUSAO

Este estudo propfe uma estratégia para purificagdo da enzima inulinase produzida por fermentagdo em
estado sélido, utilizando-se duas técnicas de baixo custo com base na mudanca de for¢a i6nica do extrato
enzimatico bruto, seguido de precipitacdo utilizando &lcool n-propilico ou iso-propilico. O FP aumentou 2,4
vezes, dependendo da concentracdo de &lcool utilizado. Este processo resultou na ativagdo da enzima,
provavelmente devido & remocdo de inibidores. Os resultados mostraram que um FP de 4,8 vezes e um
rendimento de 78,1%, foi obtido ap6s a mudanca de forga ibnica, seguida de precipitagdo. Estes resultados sdo
promissores, quando comparados com 0s que sdo atualmente apresentados na literatura, mostrando que a
purificacdo da enzima a partir de técnicas simples e de baixo custo pode ser mais eficiente do que outros

métodos de maior custo.
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