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Resumo

Oligossacarideos s3o considerados como novos ingredientes funcionais dos
alimentos, sendo denominados como prebidticos, devido as suas caracteristicas fisiolégicas
¢ tecnologicas. Podem ser produzidos a partir da sacarose. matéria prima abundante no
Brasil, pela agdo de enzimas. A inulinase tem como principal caracteristica a atividade
hidrolitica frente a inulina, mostrando em certas condigdes, atividade de transfrutosilacao,
como demonstrado em trabalhos recentes realizados com a inulinase de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus, caracterizada pela formagdo de frutooligossacarideos (kestose,
nistose e 1-frutosilnistose). Baseando-se nestes estudos, este trabalho teve como objetivo
principal estudar a atividade de transfrutosilagio desta enzima.

Inicialmente produziu-se da enzima por fermentagio em frascos agitados, obtendo
uma maxima atividade de 301 UI/mL no pH 3.4 e temperatura 23°C. Em seguida, estudou-
se a otimizagao do processo de purifica¢do utilizando resinas trocadoras de ions, sendo a
resina anidnica Q-Sepharose FF a que apresentou melhores resultados, tanto em relagao ao
fator de purificagéo (23 vezes em relagéo ao caldo bruto), quanto ao de recuperagdo (70%).

A partir da enzima purificada determinou-se o pH 4,4 como sendo o 6timo de
reagdo para a enzima na forma livre ¢ 4,8 para a enzima imobilizada em alginato de célcio.
Quanto ao pH de estabilidade obteve-se para a enzima livre o melhor resultado a pH 4,8,
correspondendo & uma meia vida de aproximadamente 10 dias, a 50°C, enquanto que para a
enzima imobilizada o melhor pH foi 4,6, com uma meia vida de aproximadamente 6 dias, a
45°C. A temperatura otima de reagdo foi de 60°C e 57.5°C para a enzima livre e
imobilizada, respectivamente.

No estudo cinético, observou-se que a equagdo de Michaelis-Menten com termo de
inibi¢do pelo substrato ajustou-se bem aos dados experimentais e obtendo-se os seguintes
valores para as constantes cinéticas: K= 0,0389 e 0,1070 M, '\f,,,a,(=86_.96.10'9 e 36,90.10'9
mol/min.L, K;=0,5857 e 1,3548 M, para as enzimas livre e imobilizada respectivamente.
Estudando os efeitos inibitérios da concentragio de glicose e frutose, verificou-se que, em
baixas concentragdes de sacarose (5 a 20 g/L), o aumento da concentracdo de frutose e
glicose diminui a atividade da enzima, denotando inibi¢do pelos produtos. Por outro lado,
em altas concentragbes de sacarose (150 a 500 g/L), onde se verifica uma forte inibicio
pelo substrato, houve um aumento na atividade enzimatica na presenga de glicose e frutose
a 75 g/L.

Para o estudo da sintese de frutooligossacarideos utilizou-se a técnica de
planejamento experimental, obtendo-se a melhor condigdo a pH 6,0, temperatura de 50°C,
450 g/L de sacarose e 4 U/mL de atividade enzimética final no reator, obtendo-se uma
conversao de 12,65 %. A maxima produgdo de oligossacarideos foi de 82 g/L, obtida com a
adicdo de 200 g/L de glicose como aceptor e 500 g/L de sacarose. Também foi feito um
estudo comparativo de sintese, com a enzima imobilizada em reator de leito fixo e de
mistura e na forma livre. Em todos os casos foram obtidos 50 g/L de frutooligossacarideos.
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Summary

Oligosaccharides have great potential as new functional ingredients for foods. They
have been denominated as prebiotic, due to their physiological and technological
characteristics. They can be produced from sucrose, an abundant raw material in Brazil, by
the enzyme inulinase. This enzyme has as its main characteristic the hydrolytic activity of
inulin. However, it also shows, in certain conditions, an activity of transfructosilation, as
demonstrated in recent studies carried out with inulinase of Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus, characterized by the formation of fructooligosaccharides (kestose, nystose and
1-frutosil nystose). Based in these studies, this work has as main goal to study the activity
of transfructosilation of this enzyme.

Initially, the optimization of the production of the enzyme by fermentation with
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 was carried out, led to a maximum
activity of 301 UI/mL at pH 3.4 and 20°C. Subsequently, the optimization of the
purification process was studied using ion exchange resins. Q-Sepharose FF anionic resin
was shown to be the most appropriate resin, leading to a 23 fold purification factor, and
70% recovery.

Optimum pH reactions were shown to be 4.4 and 4.8 for free and calcium alginate
immobilized enzyme. However, better enzyme stability was observed at pH 4.8 for free
enzyme, corresponding to a half-life of about 10 days, at 50°C, whereas it was pH 4.6, with
a half-life of about 6 days, at 45°C. The optimum reaction temperature was 60°C and
57.5°C for immobilized the free enzyme, respectively.

Michaelis-Menten equation with substrate inhibition fitted well the experimental
data with the following kinetic constants: K= 0.0389 and 0.1070 M, V= 86.956.107°
and 36.90.10° mol/min.L, K= 0.5857 and 1.3548 M, for enzymes free and immobilized
respectively. The inhibition effects of the glucose and fructose were studied and it has been
shown that. in low concentrations of sucrose (5 to 20 g/L), the increase in the fructose and
glucose concentrations led to a decrease in the enzymatic activity. On the other hand, at
high concentrations of sucrose (50 up to 500 g/L), where a strong inhibition by the
substrate is observed, an increase in the enzyme activity was observed when fructose and
glucose concentrations were 75 g/L.

The synthesis of fructooligosaccharides was optimized using the technique of
experimental design, led to the following optimal conditions: pH 6.0, temperature of 50°C,
sucrose 450 g/L and 4 Ul/mL enzymatic activity in the reactor, giving a conversion of
about 13 %. The maximum production of oligosaccharides (82 g/L) was reached when 200
g/L of glucose was used as acceptor, with 500 of g/L of sucrose. In a comparative study
with immobilized enzyme in fixed bed and mixture reactors the production of about 50 g/L
of fructooligosaccharides was obtained in all cases.
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1. Introduc¢ao

O comércio de enzimas industriais tem crescido significativamente devido aos
avangos tecnolégicos de produgdo e purificagdo das enzimas, além do surgimento de novos
campos de aplicagdo. Nos ultimos tempos, enzimas produzidas por microrganismos
modificados geneticamente com o objetivo de melhorar e otimizar a produtividade dos
produtos desejados tem tido uma ampla aplicacdo industrial. Um estudo realizado pela
Business Communications Company Inc. sobre o crescimento do mercado mundial de
enzimas, mostrou que em 1997 o mercado de enzimas apresentou um crescimento de 1,5
bilhdes de ddlares, estimando-se para 2002 a cifra de 1,8 bilhdes de délares. Representando
um crescimento anual de 4,0%, os maiores crescimentos foram verificados nas industrias
de: polpa e papel (6,9% ao ano), detergentes/alvejantes (4,8% ao ano) e alimentos e
alimentagdo animal (3,5% ao ano). Na Tabela 01 estdo apresentadas as principais
aplicagdes industrias das enzimas e o mercado mundial envolvido em sua comercializagio

(Magnani, 1997).

Tabela 01: Aplica¢do das Enzimas industriais e valor do Mercado Mundial: 1997-2002
(Magnani, 1997).

Aplicacdo Industrial 1997 1998 2002 AAGR’ (%)
(USS)** (USS)** (USS)** (1997-2002)
Alimentos e Alimentacao 705,00 729,70 833.10 3,50
animal
Téxtil/ couro 161,00 164,20 197,70 2,00
Detergentes/ alvejantes 475,20 498.00 600,90 4,80
Polpa e papel 97,60 104,30 136,00 6,90
Fabrica¢ao quimica 59.20 60,80 67,60 2,70
Total 1.4 98,00 1.557,00 1.820,30 4,00

*Meédia do crescimento anual, ** valores expressos em milhdes de dolares

Recentemente uma das aplicagbes de enzimas que apresentou crescimento
significativo foi na produg@o de oligossacarideos, que de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas e bioquimicas vém sendo aplicados principalmente na industria de
alimentos, em produtos utilizados para alimentagdo humana (bebidas, adogantes,
formulagdo de leite em pé infantil), animal (ragdo animal como inibidor de salmonella) e
como aplicagdo medicinal (cosméticos, produtos, farmacéuticos e produtos para
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diabéticos). Entretanto, o principal interesse de oligossacarideos estd no estimulo da
produgdo de bifidobactérias (fator bifidus), sendo assim classificado como prebiotico
(Playne & Crittenden.,1996).

Os oligossacarideos sdo classificados como prebiéticos, porque além de ndo serem
hidrolisados e nem absorvidos na parte superior do trato gastrointestinal, eles promovem de
uma forma seletiva o crescimento e/ou estimulam a atividade metabdlica de bactérias
benéficas a satude, sendo o crescimento de bifidobactérias considerado o principal objetivo
dos prebidticos (Carraro, 2000). Os prebidticos sdo amplamente comercializados no Japao e
na Europa como adogantes funcionais e também sdo utilizados como ingredientes na
producio de bebidas lacteas. balas, doces, chocolates, biscoitos, geléias, pudins e goma de
mascar. Em rela¢do ao consumo é recomendado de 8 a 10g/dia, pois de acordo com estudos
realizados, consumos superiores ao recomendado pode provocar diarréia (Ferreira &
Teshima, 2000).

A inclusdo de oligossacarideos na dieta acarreta vérios beneficios a satde humana,
mas a contribui¢io mais importante destes aglicares esta associada a uma melhoria na
cornposicdo da flora intestinal e a0 aumento do numero de bifidobactérias. Devido as
caracteristicas fermentativas especiais que os oligossacarideos apresentam ao organismo
humano, estes compostos sio considerados como um alimento funcional, que de acordo
com a Portaria n® 389, de 30/04/99, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude do Brasil, é definido como todo aquele alimento ou ingrediente que, além das
funcdes nutritivas basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produza efeitos
metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisio médica. Desta forma pode-se verificar que os alimentos
funcionais deverdo fazer parte da alimentagdo cotidiana, dentro de uma dieta saudavel e
balanceada, podendo seu uso regular trazer beneficios fisiolégicos especificos, gragas a
presenca de ingredientes fisiologicamente salutares (Muller, 2001).

Os efeitos benéficos a saude obtidos pela ingestdo de oligossacarideos nao
digestiveis também se assemelham aqueles atribuidos & fibra na dieta, pois aumentam o
bolo fecal, reduzem o transito gastrintestinal, aumentam o volume de limen intestinal e
podem melhorar a digestdo e absor¢dao de nutrientes no intestino. Oligossacarideos sdo

encontrados na natureza na maioria dos vegetais (frutas e legumes). em leite e mel na forma

~
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livre ou combinada. Sua utilizagdo como alimentos funcionais € proposta desde 1980
(Crittenden & Playne.,1996).

Dentre os oligossacarideos podemos citar como exemplos os frutooligossacarideos,
que também sao utilizados como ingredientes alimentar, logo sdo considerados prebidticos.
Devido a ampla aplicagdo dos frutooligossacarideos, iniimeras pesquisas vem sendo
realizadas sobre selecdo e isolamento de microrganismos produtores de enzimas com
atividade de transfrutosilagdo, estudo cinético do processo e aplicacio de enzimas
imobilizadas com o objetivo de melhorar a produtividade.

Estudos recentes com microrganismos da linhagem Kluyveromyces sp.
(Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus, Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis)
mostraram que a enzima inulinase obtida destes microrganismos apresentava tanto
atividade hidrolitica quanto atividade de transfrutosilagio, sendo que dentre os
microrganismos estudados a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
apresentou uma melhor produgéo de frutooligossacarideos (Santos, 1998).

A vantagem de utilizar microrganismos do género Kluyveromyces sp.consiste na
alta produtividade da enzima inulinase, tanto em meio sintético (Kalil, 2001, Vranesic et
al., 2002 e Santos et al., 2002) quanto em meio complexo (Treichel, 2001; Makino et al.,
2002 e Kabke, 2002). Além disso, estes microrganismos pertencem ao grupo GRAS
(‘Generally Recognized as Safe’) e s@o aceitos pela FDA (Food and Drug Administration,
EUA) para usos farmacéuticos e alimenticios.

Este trabalho teve como objetivo principal estudar o potencial de sintese de
frutooligossacarideos a partir da inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.
Para o desenvolvimento deste projeto as seguintes etapas foram realizadas: 1. Producédo da
inulinase por fermentacdo; 2.Estudo e otimiza¢do das condi¢des de purificacdo por um
sistema de cromatografia liquida (FPLC) com uma coluna de troca aniénica Q-Sepharose
FF e cationica SP-Sepharose FF; 3. Caracteriza¢do da enzima tanto na forma livre como na
forma imobilizada em fungdo do pH e temperatura 6timos, pH e temperatura de
estabilidade, calculo da energia de ativagdo da reagdo e da energia de ativa¢do da reagdo de
desnaturac¢do e meia-vida; 4. Estudo cinético com o calculo das constantes de Michaelis-
Menten (Kn), velocidade maxima (Vmax) € constante de inibigdo (Kj), 5. Influéncia da
glicose e frutose na atividade enzimatica, 6. Sintese de oligossacarideos, onde foi verificada
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a influéncia de aceptores (lactose, maltose, glicose e frutose) e 7. Estudo comparativo da

sintese de oligossacarideos utilizando a enzima livre e imobilizada.
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2. Revisao da literatura

Recentemente, o wuso de enzimas como catalisadores tem crescido
significativamente em diversos campos de interesse industrial, tais como processamento de
alimentos, téxtil, polpa e papel, detergentes e sintese organica (Carrea & Colombo, 2000).

Em fung¢do da facilidade de produgdo, muitas enzimas sio obtidas a partir de
fermentagdes microbianas, suplantando a produgio de origem vegetal. Isto se deve ao fato
das enzimas necessitarem um tempo curto de producdo, poderem ser obtidas em qualquer
€poca do ano e utilizarem substratos normalmente de baixo custo. Neste contexto podemos
citar as inulinases (Schneider, 1996; Kalil, 2001; Makino ef al., 2001 e Santos et al.. 2002).

As inulinases sdo potencialmente uteis na produgdo de xaropes com alto teor de
frutose utilizando inulina como matéria-prima e na sintese de oligossacarideos (Ettalibi &
Baratti, 1987; Kim et al., 1997).

2.1 Inulinases

Inulinases (2-1-B-D-frutano frutanchidrolase, EC 3.2.1.7) sdo enzimas que atuam
sobre ligagdes 2-1-B de inulina (um polimero de frutose formado por ligagdes 2,1-B),
formando frutose por hidrélise, produzindo assim um xarope rico em frutose, em uma tinica
etapa. O alto poder adogante da frutose leva a produgdo de alimentos e bebidas com teores
caloricos mais baixos (produtos dietéticos), indicados no controle de peso em obesos. Além
disso, a frutose é menos cariogénica que a sacarose, pode mascarar o sabor amargo deixado
pela sacarina e pode também ser utilizada por diabéticos. A frutose é mais solavel e
higroscopica do que a sacarose, consequentemente, mais dificil de cristalizar (Vandamme
& Derycke, 1983; Schneider, 1996; Wei et al, 1998).

Outra importante aplicagdo da frutose é na formulagio de outros agtcares,
complementando o poder adogante, conferindo um poder adogante maior que o obtido por
outros agucares individualmente. Assim sendo, hd uma ampla aplicabilidade da frutose
cristalina em produtos como cereais, bebidas carbonatadas ou ndo, produtos de panificagdo,
logurtes, achocolatados, confeitarias, gelatinas, entre outros (Schneider, 1996).

A atividade de inulinase tem sido encontrada em uma larga variedade de fungos
(Xiao et al., 1989; Barthomuef et al., 1991; Efstahiou e al., 1986; Onodera & Shiomi,
1992; Ettalibi & Baratti, 1987; Nakamura er al. 1997), leveduras (Hensing et al. 1994;
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Rouwenhorst ef al. 1990; Manzonni & Cavazonni,1992; Pessoa Junior & Vitolo,1997;
Gupta et al., 1994) e bactérias (Kim ef @/..1997). Sao também encontradas em raizes e
tubérculos de plantas que contém inulina (p.ex. alcachofra de Jerusalém, chicéria ou dalia)

(Nakamura et al., 1997).

As enzimas hidroliticas sdo classificadas de acordo com o mecanismo de atuag@o.
As inulinases sio classificadas em endo-inulinases e exo-inulinases. As exo-inulinases
desempenham importante papel na hidrlise da inulina, quebrando as ligagbes B-(2—1) e
separando as moléculas de frutose a partir do terminal nao redutor da cadeia de inulina. As
endo-inulinases além de liberar frutose, elas também s3ao capazes de liberar
oligofrutosideos. A liberagdo da frutose durante a reagdo ocorre segundo um mecanismo
em cadeia, numa ampla faixa de pH e temperatura (Vandamme & Derycke,1983, Ettalibi &

Baratti, 1987).

Nas inulinases microbianas observou-se uma atividade hidrolitica ao utilizar a
sacarose como substrato, assemelhando-se desta forma a invertase. Entretanto, as invertases
nfio apresentam atividade ou apresentam uma baixa atividade sobre polimeros de frutose. A
diferenca entre as duas enzimas pode ser observada pela relagdo S/I, que corresponde a
atividade relativa sobre sacarose (S) e inulina (I), que pode ser determinada da seguinte

forma:

E _ Unidadestotaisde atividadede invertase
I  Unidadestotaisde atividadede inulinase

Para altos valores de S/I, a enzima obtida é a invertase. Para baixos valores de S/I

(S/1<50), inulinase (Vandamme & Derycke,1983).

2.1.1. Microrganismos produtores de inulinases

A selecio de microrganismos produtores de inulinases dependera da sua
acessibilidade genética e de suas caracteristicas fisiolégicas. Podemos citar como exemplos
de microrganismos produtores de inulinase: Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces bulgaricus, Fusarium oxysporum ¢ Aspergillus  niger
(Vandamme & Derycke, 1983, Hewitt & GrootWassink, 1984, Santos, 1998). Entretanto as
leveduras, principalmente as do género Kluyveromyces sdo as que apresentam uma melhor

produtividade, além de pertencerem ao grupo GRAS (“Generally Recognized as Safe”) e

6
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serem aceitas pelo FDA (“Food and Drug Administration”, EUA) para produtos
farmacéuticos e alimenticios (Schneider,1996).

Na produgéo continua de inulinase por Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045, em
meio com limitagao de carbono, Kushi ez al. (1996) verificaram que com o aumento da taxa
de diluigdo, a fragdo da enzima encontrada no sobrenadante diminui com um conseqiiente
aumento da fragdo ligada a parede celular. A fragdo da enzima ligada a célula também
diminui a medida que a taxa de diluigdo aumenta. A atividade total diminui com o
incremento da taxa de diluigdo. Este fato sugere que a sintese de inulinase em fermentagio

continua € regulada pela concentrag¢do de agucar residual no meio de cultura.

Schneider (1996) estudou a produgdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907 em meio de cultura a base de inulina e constatou que a faixa de temperatura
entre 32-37°C foi a que proporcionou melhor crescimento celular e atividade enzimética
total. O pH do meio mantido em 4,5 foi favoravel a producdo da enzima, quando
comparado com 0 meio sem controle. A influéncia da concentragdo inicial de substrato foi
estudada entre 10 e 60 g/L. Os resultados mostraram que concentragdes de inulina acima de
20 g/L néo sdo favoraveis a produgdo da enzima e que a utilizagdo de bacto-peptona néo foi
imprescindivel a4 formagdo de enzima. No entanto, a presenca de extrato de levedura é
fundamental para o crescimento e, consequentemente, para a formacio da enzima.
Concentragdes crescentes de uréia ou sulfato de aménio ocasionaram uma diminui¢do na
formagcdo de células e na sintese de inulinase. Valores crescentes do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio (21 a 89 h™') foram favoraveis a formacao de
biomassa e a sintese de inulinase, a maxima atividade alcancada foi de 10 U/mL com 20
g/L de inulina.

Santos (1998) trabalhou com trés meios distintos para obtenc¢do de inulinase a partir
de fermentagdo com Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045. O meio contendo 30 g/L de
sacarose, 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 5,0 g/L de K;HPO,, pH 3,5 a
30°C foi selecionado por apresentar uma melhor reprodutibilidade nos resultados, atingindo
uma atividade final de 7,54 Ul/mL.

Santisteban-Silva (2001) estudou a agitagdo, aeragdo e tipo de agitador para
otimizagdo da producdo da inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus em

fermentadores de bancada, utilizando o meio otimizado por Kalil (2000). Foi verificado que
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velocidades de agitacdo superiores a 4350 rpm e 1 vvm implicava num decréscimo da
atividade de inulinase. Em relago ao tipo de agitador, dentre os estudados (Rushton, hélice
naval e “ptiched blade™), o “ptiched blade™ apresentou melhores resultados, atingindo uma
atividade de 176,2 Ul/mL.

Treichel (2001) otimizou a produ¢do da inulinase de Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus 16045 em frascos agitados utilizando meios alternativos. A maxima atividade
atingida foi 113 UI/mL com o meio composto de melago (80g/L). 4gua de maceragéo de
milho (50 g/L) e Prodexlac® (Industria Prodesa, Campinas-SP) (4,5¢/L), pH 3,5 e 30°C. O
custo final da enzima e do meio utilizando as condi¢Ses otimizadas por Treichel (2001)
ficava em torno de R$ 0,0025/UI de enzimas. Comparando estes valores com os precos da
inulinase comercial da Megazyme (exo-inulinase de Aspergiluus niger US$120/5000 Ul e
endo-inulinase de Aspergillus niger US$100/200 UI) (Megazyme, 2002) confirma a
viabilidade do processo para aplicag@o industrial.

Makino ef al. (2002) estudaram a produtividade da inulinase utilizando varias
linhagens de Kluyveromyces, obtendo-se altos valores para atividade enzimatica quando
comparada com as linhagens ja citadas na literatura. A melhor linhagem foi Kluyveromyces
marxianus NRRL 7571 com uma maxima atividade de 900 Ul/mL apds 72 horas de
fermentacdo. Kabke (2002) otimizou a produgdo de inulinase em meio industrial utilizando
as linhagens de Kluyveromyces sp. selecionadas por Makino et al (2002) como melhores
produtores de inulinase. De acordo com os resultados obtidos a méaxima atividade de
inulinase foi obtida com Kluyveromyces marxianus NRRL 7571 a pH 5,0 e temperatura de
36°C (2660 Ul/mL). A andlise de custo realizada por Kabke (2002) demostrou que a

inulinase apresentava um custo final de RS 0,00014/1000 UI de atividade de inulinase.

2.1.3. Caracteriza¢ao da inulinase
2.1.3.1. Estabilidade com a temperatura e pH

Sabendo-se que altas temperaturas (em torno de 50°C) e baixos valores de pH (em
torno de 4,0) sdo condi¢des operacionais de grande interesse industrial, uma vez que
diminuem os riscos de contaminagio microbiana, melhoram a solubilidade de alguns
substratos, como por exemplo, inulina, e no preparo de xaropes reduzem a formagao de cor,
uma caracteristica indesejavel, ¢ importante estudar a estabilidade da enzima (Vandamme

& Derycke, 1983).
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Estudos realizados por Vandamme & Derycke (1983) mostraram que a enzima
inulinase de Kluyveromyces fragilis apresentou uma maxima atividade a S0°C e pH em

torno de 4,5-5,0, mantendo-se estavel a um pH de 4,0-6,0 na temperatura de 50°C.

Cruz-Guerrero ez al. (1995) caracterizaram a inulinase obtida de Kluyveromyces
marxianus CDBB-L-278 com relagdo a atividade sobre inulina e sacarose e observaram que
o pH étimo foi de 5,0 para ambos os substratos e a temperatura 6tima foi 50°C para a
sacarose e 70°C para a inulina. A enzima manteve-se estavel a 50°C, perdendo rapidamente

a atividade enzimatica nas temperaturas de 60 e 70°C.

Rouwenhorst ef al. (1988) trabalhando com inulinase de Kluyveromyces marxianus
CBS 6556 verificaram que a enzima apresentou uma temperatura 6tima para a atividade
enzimatica sobre a sacarose de 70°C de 50°C sobre a inulina, ¢ um pH de 3,5 para a
sacarose e 5,0 para a inulina. A enzima se mostrou estavel quando incubada por 8 horas a

50°C, porém a 60°C a enzima apresentou uma meia vida de 30 minutos.

Schneider (1996) verificou que a inulinase de X marxianus ATCC 36907
apresentou uma atividade 6tima sobre a inulina em temperaturas de 50 a 60°C e pH de 4,5 a
6.0. Estes valores baixos de pH sdo atrativos para a industria, pois diminuem o risco de
contamina¢do microbiana. Quanto a estabilidade, a enzima extracelular foi estavel em

temperaturas inferiores a 55°C, na faixa de pH entre 3,0 € 7,0.

Varios estudos foram realizados sobre a influéncia da temperatura na atividade da
inulinase. Ongel-Baysal et al (1994) estudaram a influéncia da temperatura na atividade da
inulinase de Aspergillus niger e verificaram que a enzima apresentava uma maxima
estabilidade a 50°C. Nagamura et al (1997) determinaram para a endo-inulinase de
Penicillum sp Tn-88 uma temperatura étima de 50°C e uma estabilidade de 40°C quando
incubaram a enzima durante 30 minutos. A 60°C verificaram que a enzima perdia atividade
rapidamente. Outro trabalho sobre a influéncia da temperatura na inulinase purificada foi
realizado por Xiao er al. (1989), onde fracdes com atividade inulinolitica, denominadas de
F2 e F3, apresentaram uma temperatura 6tima em torno de 55°C, em tampao fosfato 0,05 M
e pH 4,6. Para a inulinase purificada de Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278 a

temperatura 6tima para hidrolise da sacarose foi 70°C e 50°C para inulina.
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2.1.3.2. Cinética enzimatica

A cinética enzimatica estabelece uma relagdo entre a velocidade da reagédo
enzimatica e as concentragdes de substrato (S) e de enzima (E), assim como a influéncia de
certos fatores, tais como pH, temperatura, presenga de aceptores, atividade de agua, entre
outros.

As enzimas funcionam como catalisadores diminuindo a energia de ativagdo, além
de ter propriedades especificas devido a sua natureza protéica tornando-a superior em
relagdo aos outros catalisadores. Um dos fatores mais importantes no processo de catalise
enzimatica é o aumento parcial das concentra¢des dos substratos com relagéo a fase aquosa,
que € obtida pela ligagdo dos substratos ao sitio ativo.

Tomando-se a seguinte equagdo representativa de uma reago enzimatica

ki kz
E+S<4—¥%» ES—>»E+P
Onde: k.

E= concentragdo da enzima
S= concentragdo do substrato
ES= complexo enzima-substrato

P= produto de reagao

A enzima E se combina com o substrato S para formar o complexo enzima-substrato
(E.S), também denominado de “Complexo de Michaelis”. O complexo ES € rompido,
formando o produto ou produtos P e a enzima livre.

Como a diminuicédo da concentragdo do substrato (S) correspondendo a um aumento
da concentragio do produto (P), pode-se medir tanto o aumento de (P) como a diminui¢éo
de (S). Assim,

d(S) d(P)
-—— ou v=—"
dt dt

V=

Onde a velocidade de reagdo é o quociente diferencial da concentragdo do substrato
ou dos produtos pelo tempo.
Na Figura 01 sdo apresentados os perfis de concentragio de substrato ¢ de produto,

numa reagio enzimatica.
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F) p
(S)
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Tempo

(a) (b)

Figura 01. Cinética enzimatica de: a) formacio de produto (dP/dt) e
b) consumo de substrato (-dS/dt).

Teoria de Michaelis-Menten

O modelo cinético de Michaelis-Menten ¢ um dos mais aceitos para explicar a
influéncia da concentragdo do substrato na cinética de uma reagfo enzimatica.

A teoria admite que, Inicialmente, enzima e substrato reagem reversivelmente,
formando um composto intermedidrio denominado complexo enzima-substrato, que se
decompde ou reage com outra substancia regenerando a enzima e formando os produtos da
reagao.

A cinética pode ser descrita pelo modelo de Michaelis-Menten, conforme Equagéo

B o P (1)

— : - 5
V. .. = velocidade méaxima de reagdo

K = constante de Michaelis-Menten
v=velocidade de reagao
S= concentra¢ao do substrato
Para reagbes que ocorrem em baixas concentragdes de substrato (0,3 mol/L,
aproximadamente), tendo como base a sacarose, a cinética segue 0 modelo de Michaelis-

Menten. Entretanto, para soluges de sacarose mais concentradas ocorre a inibigdo pelo

11
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substrato. A relacdo entre a taxa de reagdo e a concentragdo do substrato ¢ dada pela
Equacédo 2

V=V ———— @)

max 2

K. +S+—S~;
K

i

Experimentalmente, o modelo de inibigdo pelo substrato ndo ¢ suficiente para
descrever o comportamento de inibigdo para reagdes de hidrolise de sacarose. As
velocidades iniciais de reacdio observadas em altas concentragdes de sacarose s@o inferiores
as taxas previstas pelo modelo. Bowski ez al., (1971) estudaram o comportamento deste
desvio, considerando como corre¢do do modelo, os efeitos da mudanga do coeficiente de
difusdo molecular da sacarose, viscosidade e concentracdo de agua livre. O ajuste do
modelo cinético foi obtido quando se considerou um fator de corregdo em termos de agua
livre sobre o modelo de inibi¢do por excesso de substrato. Cabral (1989) estudando o efeito
da inibicdo pelo substrato utilizando sacarose com invertase comercial, ajustou seus dados
experimentais de velocidades iniciais através do modelo de inibigdo pelo substrato
corrigido por um fator f(S), definido pela Equagéo 3.

_D©) .
f(8)=— 3)

o

Onde: D(S)= difusividade molecular da sacarose a concentragéo S.

D,= difusividade molecular da sacarose a dilui¢do infinita.

Desta forma o modelo de inibigdo pelo substrato podera ser escrito na Equagéo 4:

V=V ——— £(5) @

K, +S+—
K

1

A relacdo D(S)/D, foi derivada a 40 e 50°C baseando-se em dados experimentais de
D(S). obtidos por English & Dole (Citato por Cabral, 1989), em que D(S) decresce
linearmente com o aumento da concentragdo de sacarose.

Desta forma, as velocidades iniciais de reagdo observadas experimentalmente (Vobs),
podem ser relacionadas com aquelas previstas pelo modelo (v") e aplicadas no modelo de

inibigdo pelo substrato (Equagdo 4) e a constante de inibigéo K; pode ser determinada.
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2.1.3.3. Efeito da temperatura na estabilidade e atividade da enzima

A velocidade de reagdo da maioria das reagdes catalisadas por enzimas aumenta
com o aumento da temperatura, até atingir uma temperatura 6tima, conferindo uma maior
energia cinética as moléculas dos reagentes, ocasionando assim um maior nimero de
colisdes produtivas por unidade de tempo. Este aumento da velocidade de reacio é
verificado até atingir uma temperatura Otima, a partir da qual a velocidade de reagao

comegca a diminuir devido a desnatura¢io das enzimas.

As constantes de velocidade de reagdo variam com a temperatura de acordo com o
modelo de Arrhenius dado pela Equacdo 5.
<&
k=A'eRT (5)
Onde:
k= constante da taxa de reagio
A’= fator de freqiiéncia para a reagdo
R= constante dos gases (1,9872 cal/mol.K)
T= temperatura (K)

A expressdo de Arrhenius se ajusta aos dados experimentais numa ampla faixa de
temperatura, sendo sugerida, como uma primeira aproximagao para a dependéncia real da
temperatura. Além disso, existe concordancia com a teoria das colisdes e teoria do estado
de transicao (Levenspiel, 1972).

As enzimas s30 moléculas complexas, e suas atividades cataliticas provém de uma
estrutura tercidria precisa e ordenada, de modo a formar sitios estéricos especificos de
ligagdo com o substrato e o centro catalitico. As ligagdes que mantém as estruturas
terciarias sdo fracas, de modo que ao receber energia podem ser rompidas pelo aumento das
vibrag¢des € a enzima sofrer uma desnaturagdo (Contieiro, 1992). Assim, o que se verifica
numa rea¢do enzimatica € que a atividade aumenta até uma determinada temperatura

(temperatura 6tima), depois comega a decrescer rapidamente até desnaturar.

As enzimas, como qualquer outra proteina sofrem desnaturag@o térmica, perdendo
sua atividade parcial ou totalmente. Desta forma, € de grande importancia o conhecimento

da estabilidade térmica no projeto de reatores cataliticos (Cabral, 1989).

13
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Normalmente uma cinética de desativagdo térmica de primeira ordem € suficiente
para descrever o comportamento da atividade enzimatica com o tempo de operagdo,

conforme modelo descrito a seguir::

dE

—Et-zkd.v (6)
1 dE

o v OO 7)
Ear (7)

Onde,

E= concentra¢@o da enzima ativa no tempo t
k4= constante de desativagao
Integrando a equagdo 7, para as condig¢des iniciais de t=0 e E=Ey, temos:

E
—-In—=k t 8
DEQ d (8)

Onde,
Eq;= concentrac¢do inicial da enzima ativa
t= tempo

Para determinar os valores de kg, pode-se construir diferentes curvas de Inv/v, em
funcdo da temperatura utilizando a Equa¢do 8. Uma outra maneira de expressar a
estabilidade térmica é a meia vida, que é definida como o tempo necessario para perder
50% da sua atividade inicial, ou seja: E/Eo= 0,5. A meia-vida (t;2) pode ser relacionada

com a constante de desativacdo ky, através da Equagédo 9, que € obtida substituindo-se E por

Eo/2 na Equagao 8.
—-In(0,5)
I Rem T——————— 9
112 kd ( )

Logo, kq varia com a temperatura segundo a equagdo de Arrhenius (Equagdo 5).
Desta forma é possivel a determinagdo de Ey (energia de ativagdo para a reagdo de
desnaturagdo da enzima), com o grafico de In kg em fung¢do de 1/T.

Henley & Sadana (1985) classificam as curvas de desativagdo em duas grandes
categorias: na primeira a atividade sera sempre menor que a atividade inicial e na segunda,
a atividade pode ser maior que a inicial em algum periodo de tempo. Dentre estas duas

categorias, pode-se ainda distinguir 14 casos diferentes.

14



pﬂ/ij&a a’a oﬁéerafura

Para explicar o fato de ocorrer um aumento de atividade com o tempo, deve-se
assumir um estado intermediario de desnaturagdo da enzima, no qual ela ¢ mais ativa que a
enzima nativa. Para tal, considera-se o seguinte mecanismo de desnaturagdo, denominado

‘modelo em série’.

2.1.3.4. Efeito do pH na estabilidade e atividade da enzima

A enzima, como toda proteina, é composta de varios aminoacidos que possuem
grupos laterais basicos, dcidos ou neutros, portanto a enzima pode conter grupos carregados
positivamente ou negativamente, a um dado valor de pH. Tais grupos ionizaveis sdo
freqlientemente parte do sitio ativo, ja que o mecanismo catalitico acido-base esta ligado a
varias enzimas. Desta forma. para que a catalise ocorra, 0s grupos ionizaveis no sitio ativo
devem possuir uma carga particular, o que implica que a enzima cataliticamente ativa sé
existe em um estado particular de ioniza¢do. Assim, a enzima cataliticamente ativa pode ser
uma fragdo maior ou menor da concentragdo total da enzima em um determinado pH
(Contieiro, 1992)

De um modo similar & influéncia que a temperatura exerce na atividade enzimatica,
a enzima também apresenta um determinado valor de pH onde sua atividade ¢ méaxima (pH
otimo). Neste valor de pH verifica-se que a médxima quantidade da enzima estd na sua
forma ativa, acima deste valor de pH verifica-se um decréscimo da atividade enzimatica,
ocasionado pela desnaturacdo da enzima. Quanto a estabilidade da enzima em relagdo ao
pH. esta € uma informagdo de grande importancia para sua caracterizagio. Entretanto, a
estabilidade da enzima emrrelagdo ao pH depende de outros fatores tais como: temperatura,
forga 1dnica, concentragao de ions metalicos, natureza quimica do tampdo, concentraco do
substrato e concentra¢do da enzima (Richard, 1984, Sant’Anna, 1989).

Fazendo uma comparagdo dos valores obtidos para o pH 6timo e de estabilidade a
inulinase de Aspergillus niger, em tampdo citrato-fosfato, Ongen-Baysal et al.,(1994) teve
uma maxima atividade a pH 5,0. A faixa de estabilidade ficou entre o pH 5,0- 6,0. A endo-
inulinase de Penicillium sp. TN-88 apresentou méxima atividade a pH 5,2 e o pH de
estabilidade ficou entre 5,0-7,0, incubando a enzima durante 24 horas (Nagamura et al.,
1997).

Xiao et al. (1989), purificaram a inulinase de Chrysosporium pannorum e obtiveram

duas fragdes de exo-inulinase (F2 e F3). No estudo para caracterizagdo quanto ao pH, os
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autores verificaram que a enzima apresentou um 6timo no pH 5,0 para F2 e 6,0 para F3. A

estabilidade ficou entre 5,0-7.5 para F2 e 5,0-8,5 para F3.

2.2. Enzimas imobilizadas

Enzimas imobilizadas compreende ao sistema onde a enzima se encontra fisica ou
quimicamente associada (ou contida) a um suporte ou a uma matriz, ndo sendo este sistema
essencial para a atividade da mesma. Tal defini¢do (proposta na 1° Conferéncia de
Engenharia Enzimatica- ndo pressupde, necessariamente, que o suporte seja um solido
insolivel, e nem que a enzima ndo se encontre em solugdo dentro do sistema que a contém.
Contudo, dentro de uma perspectiva tecnolégica, sdo os suportes soélidos insoluveis que
oferecem maiores possibilidades de utiliza¢do industrial. Apesar disto, € crescente o uso de
enzimas soluveis contidas no interior de cépsulas ou fibras ocas em aplicagdes clinicas,
como por exemplo, membranas semipermeaveis de ultrafiltragio (Hartmeier, 1988,
Baruque-Filho, 1991).

O sucesso da utilizag@o industrial de enzimas imobilizadas depende diretamente da
sua atividade inicial e estabilidade. Preparagdes altamente ativas com baixa estabilidade,
podem ser toleradas apenas quando o suporte ¢ barato ¢ abundante, sendo descartado apos
um curto periodo de uso, ou quando o mesmo € facilmente regeneravel, com alta
estabilidade. Altas atividades e especialmente altas estabilidades sdo necessarias quando a
enzima e/ou suporte sao caros, € este ndo pode ser regenerado (Baruque Filho, 1992, Wong
et al.,2001)

A vantagem dos processos com enzimas imobilizadas quando comparados a
processos com enzimas na forma livre, € a reutilizacdo deste catalisador e a viabilizagao de
processo continuo, minimizando assim os custos com a enzima e custos operacionais. O
uso de enzimas imobilizadas como catalisadores surge como uma solugdo para 0s processos
industrial onde o emprego da enzima soltivel € pouco vidvel devido aos custos inerentes a
producdo, purificagdo, instabilidade operacional e dificuldade técnico-econdémica de
recupera¢do para reutilizagdo apds o término do processo (Baruque Filho, 1991; Cabral,
1989).

A imobilizacdo sobre suporte insolivel é freqiientemente acompanhado de um
aumento da estabilidade da enzima, facilitando o emprego em reatores continuos,

funcionado por longos periodos, permitindo desta forma utilizar enzimas com um maior
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grau de pureza, certamente mais caras, porém com maior especificidade, melhorando

consideravelmente a qualidade dos produtos.

A escolha da enzima na forma solavel ou imobilizada depende de uma avaliacdo
econdmica do processo, onde as vantagens e desvantagens serdo analisadas de forma
quantitativa, com o estudo sobre cinética e estabilidade das enzimas imobilizadas e livres,
levando em consideragao custos, propriedades fisico-quimicas, eficiéncia da imobiliza¢do e

capacidade de carga do suporte.

Os métodos de imobilizagdo os quais podem ser resumidos em: imobilizagéo por
ligagao e por oclusdo. O método de ocluso pode ser dividido em ocluso por géis, oclusdo
em fibras e microencapsulagdo em membranas. O método de oclusio em géis ¢é feito a
partir da reten¢do das moléculas da enzima no interior do gel, entre os intersticios do
polimero. A enzima possuindo um alto peso molecular ficard impedida de difundir para o
exterior, enquanto o substrato e produtos de reag@o, com peso molecular inferior poderdo se

difundir entre a solugo externa e interna do gel (Cabral, 1989).

2.2.1. Alginato de calcio

Alginato € um polimero linear composto de ligagdes 1-4-B-D acido manurdnico (M)
e o epimero C5 acido a-L gulurdnico. Estes mondmeros podem ser agrupados em blocos de
residuos G (blocos G) e residuos (M) consecutivos (Ertesvag er al, 1998, Draget et al,
1997). A composigdo global ¢ a seqiiéncia de mondmeros no polissacarideo alginato variam
conforme a origem (Mofodi er a/, 2000). As esferas de alginato sdo formadas a partir das
ligagbes cruzadas idnicas entre cédlcio e o grupo carboxila sobre o segmento acido
poliguluronico adjacente (Ortega er al, 1998, Stewart er al, 1993, Tanaka et al,1984). Esta
ligagdo dos cations metalicos com o polimero ocorre na regido G, portanto quanto maior
for a concentragdo de blocos G na estrutura do gel maior serd a sua estabilidade (Martinsen

et al, 1989).

As caracteristicas do gel sdo baseadas na porosidade e resisténcia mecanica,
necessarias para a eficiéncia do processo. A porosidade esta intimamente ligada a
capacidade do gel em reter a enzima e de alterar a difusividade efetiva do substrato. O

alginato € bioquimicamente inerte e as células podem estar oclusas nos espagos
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intersticiais. podendo utilizar um substrato de valor alimenticio, pois durante o processo de
imobiliza¢do n3o s3o utilizados reagentes toxicos (Cabral, 1989).

Um estudo interessante realizado com o alginato foi quanto a capacidade de difusdo
de substratos de alto e baixo peso molecular. No trabalho realizado por Tanaka et al,
(1984), verificou-se que substratos de baixo peso molecular (substratos com peso molecular
menores do que 2.10°, como por exemplo, glicose, L-triptofano e a-lactoalbumina)
apresentaram uma alta difusdo no gel de alginato, independente da concentragdo do gel e da
solugdo de cloreto de calcio. Entretanto, para substratos com alto peso molecular
(albumina, PM=6.9.10°, y-globulina, PM=1,54.10°, e fibrongénio, PM=3.,41.10"), ndo foi
verificado o mesmo efeito da difusdo, o que se pode concluir que para substratos de alto
peso molecular o efeito da concentragdo do gel € mais significativo do que a concentragdo

de cloreto de calcio.

Em relagdo aos métodos de imobilizacdo de enzimas estudados recentemente,
nenhum deles pode ser considerado como ideal ou universal, devido as grandes diferencas
existentes na composigdo e caracteristicas quimicas das enzimas, bem como dos substratos
e produtos. Cada método de imobilizacdo possui limitagdes especificas € aplicagdes
particulares. Na escolha do processo ¢ importante considerar a facilidade de preparo, custo,

atividade e estabilidade da enzima imobilizada (Cabral, 1989).

2.2.2. Cinética das reacdes com enzimas imobilizadas

As enzimas imobilizadas apresentam varias vantagens na sua aplicagdo quando
comparadas as enzimas livres, porém sdo observadas mudancas nas suas propriedades
fisicas e quimicas apos o processo de imobilizagdo, tais como: mudangas na atividade
enzimatica, estabilidade e cinética (Baruque-Filho, 1991).

O comportamento de uma enzima imobilizada pode ser bastante diferente quando
comparado ao seu comportamento em solugdo. Este comportamento pode estar relacionado
a variedade de enzimas. reagdes, matrizes solidas (suportes) e tipos de imobilizagdo.
Considerando que a enzima esteja uniformemente distribuida no suporte € supondo um
sistema isotrépico, as mudangas de comportamento enzimatico associadas a imobilizagao
num meio heterogéneo podem ser atribuidas a dois fatores: 1. Mudanga na molécula da

enzima ou na sua vizinhanga imediata (resultante da ligagdo enzima-suporte) e 2.
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Alteragdes locais no ambiente enzimético (ambiente heterogéneo), no qual as
concentracdes daqueles componentes presentes no seio liquido (‘bulk’), onde a reagao
enzimatica é monitorada, sio diferentes daqueles do micro ambiente da enzima imobilizada
(Sant’Anna, 1989).

O verdadeiro comportamento de uma enzima imobilizada seria representado pelos
seus pardmetros cinéticos intrinsecos, se as concentragdes das espécies fossem as mesmas
no micro e macroambiente. Mesmo assim, os pardmetros intrinsecos no seriam iguais ao
da enzima livre em solu¢do, devido as mudancas conformacionais, aos impedimentos
estéricos e as interagdes com a matriz. A velocidade de reagdo inerente seria observada na
auséncia de efeitos difusionais, isto €, quando a taxa de transferéncia das espécies fosse
infinitamente alta. As diferencas entre as taxas intrinsecas e inerentes estio associadas &
existéncia de efeitos de parti¢do devido as cargas elétricas e outra interagio entre a matriz-
suporte e as espécies soluveis (Sant’Anna, 1989, Hartmeier, 1988).

A velocidade efetiva e os pardmetros cinéticos efetivos sdo observados quando
ocorre limitagdo difusional na presenca ou néo de efeitos de particdo. A velocidade efetiva
¢ medida como uma taxa global em condigdes experimentais usuais.

A cinética de enzimas imobilizadas pode ser descrita em termos de parametros
cinéticos aparentes ou efetivos. A determinagio dos parimetros cinéticos aparentes ¢
realizada a partir da forma linearizada de Lineweaver-Burk utilizando os dados
experimentais de velocidades iniciais de reagdo em fungdo da concentra¢do de substrato. Ja
na determinacéo dos pardmetros efetivos deve-se conhecer o perfil de concentragio de
substrato no interior da matriz. Inicialmente determina-se o coeficiente de transferéncia de
massa na camada limite (Kr), com o objetivo de calcular a concentragio na superficie da
matriz. No caso de uma matriz porosa, o substrato difunde-se no interior da matriz, se
transformando em produto pela agdo da enzima que se encontra retida na matriz do gel
(Cabral. 1989).

2.3. Purificacao de Enzimas

Para purificacdo das enzimas, normalmente ¢ utilizada uma seqiiéncia de etapas de
separagao que resultard em um elevado grau de pureza e rendimento. O objetivo da
purificagdo € aumentar a pureza ou a afinidade bioldgica da proteina, eliminando as

proteinas inativas e elevando o rendimento desta proteina ao maximo (Lehninger, 1977).



l@eviﬂdo C[a o[iferafum

O desenvolvimento de técnicas e métodos para separacdo e purificagdo de proteinas
tem sido importante para o crescimento da biotecnologia. As melhorias encontradas em
materiais (p.ex. resinas) e a utilizagdo de equipamentos baseados em microprocessadores
tém transformado o processo de separagdo de proteinas mais preditivos e controlaveis,
embora as vezes sejam considerados por muitos mais como uma arte do que uma ciéncia.

Vaérias técnicas sdo utilizadas nas etapas preliminares de purificagdo de proteinas.
Uma delas € a precipitagdo de proteinas no ponto isoelétrico, onde o pH da mistura de
proteinas € ajustado para o ponto isoelétrico de um de seus componentes. Nesta técnica a
maior parte da proteina ou a totalidade daquele componente ira se precipitar, deixando em
solucdo as proteinas cujo ponto isoelétrico se situa acima ou abaixo daquele pH. Outra
técnica ¢ a precipitacdo com solventes organicos, por exemplo, etanol.

Na purificagdo por cromatografia, uma larga variedade de materiais € utilizada para
empacotamento das colunas cromatograficas, como por exemplo para técnicas de
permeacdo em gel, trocadores ionicos, adsorventes para cromatografia de afinidade, fase
reversa, adsorventes de interacdo hidrofobicas. Estes materiais podem ser utilizados em
meio de baixa pressdo (90-100 um de didmetro da particula), média pressdo (30-50 pm,
didmetro da particula) e alta pressio (5-10 um, didmetro da particula) com o objetivo de
satisfazer diferentes exigéncias de eficiéncia, capacidade e custo (Collins, 1998)

Diferentes processos sdo utilizados, sendo que em um deles, ap6s a extragdo, o
caldo enzimatico ainda apresenta proteinas inativas que sdo indesejaveis e interferem na
atividade enzimatica. No caldo pré-purificado o teor de enzimas de interesse fica em torno
de 0,1-50%. Observa-se que a um determinado pH, as proteinas podem diferir quanto a:
solubilidade, distribui¢io de carga, densidade de carga, hidratagdo, tipo, forma, grupos

reativos especificos, estabilidade relativa.

2.3.1. Purificacdo de enzimas por cromatografia liquida

Os custos referentes ao processo de bioseparagao representam de 50 a 80% do custo
de produgio da enzima. Entre os processos existentes para purificagdo de proteinas 0s
processos cromatograficos sdo um dos mais caros, representando pelo menos metade do
custo total de produgdo de uma droga, proteina ou produto biolégico (Knight, 1989;
Spalding, 1991).
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Para que a reducdo dos custos de produgdo ocorra é importante avaliar os
equipamentos e otimizar o processo de recuperacdo e purificacdo da enzima. Para isso, é
importante analisar melhor e ter um amplo conhecimento dos diferentes aspectos do
produto envolvido no processo (Kalil, 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que estdo
em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria enquanto a outra se locomove
através dela. Durante a passagem da fase mével sobre a fase estaciondria, os componentes
da mistura sao distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes
¢ seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migracdes diferenciais destes

componentes (Collins ef al., 1995).

2.3.2. Classificagao dos métodos cromatograficos

Nos processos biotecnologicos, a cromatografia freqiientemente significa selecionar
proteina ou peptideo de uma solugao complexa, tal como caldo proveniente da fermentagao.
Os métodos cromatogréficos sao diversos e a maioria pode ser modificada para ajustar a um
objetivo particular. As proteinas podem ser separadas da solugio devido ao tamanho,
forma, grupos hidrofobicos e solubilidade. Proteinas também podem sofrer parti¢do através
de interagdes bioespecificas. A cromatografia por afinidade, baseada no fendmeno

superficial fornece uma purificagdo muito especifica (Knight,1989).

2.3.2.1. Cromatografia de troca i6nica

A cromatografia de troca ibnica é baseada na ligagdo competitiva de fons de um
tipo, neste caso a proteina, com outros tipos de fons, que tanto podem ser outras proteinas
ou fons de sais de mesma carga, a um meio cromatografico de carga oposta, o trocador
16nico. A Figura 02 esquematiza claramente o principio de cromatografia de troca idnica
(Pharmacia, 1998).
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Figura 02: Esquema do mecanismo de troca iénica (Pharmacia, 1998).

A base dos processos por troca idnica € a ligagdo competitiva de ions de um tipo,
neste caso a proteina, com ions de outro tipo, por exemplo outra proteina ou ions de sais de
mesma carga, a ume meio cromatografico de carga oposta, o trocador idnicao. A interacdo
entre as proteinas e o trocador idnico depende de varios fatores: carga liquida, distribuigdo
de carga na superficie da proteina. comprimento i6nico e a natureza dos ions do solvente,
pH (ou atividade de prétons). Quanto mais carregada estiver a proteina, mais forte sera a
ligagdo com o trocador i6nico. Condi¢des como pH que alteram a carga efetiva, ou na
proteina ou no trocador idnico afetardo a interagdo e podem ser usadas para influenciar o
processo de troca iénica. O pH é um dos parametros mais importantes que determinam as
ligagdes com as proteinas bem como determina a carga efetiva da proteina e do trocador
ionico. O controle do pH pela adi¢do de sal tampéo € essencial para obteng@o de resultados

reprodutiveis (Collins, 1995, Karisson ef al., 1989).

Em altas concentragdes de fons de sais competitivos, as proteinas iniciardo o
deslocamento do trocador i6nico na ordem da for¢a de ligagdo. Ligagdes mais fracas serdo

deslocadas e eluidas da coluna em primeiro lugar.

Na escolha do trocador idnico para a purificagdo da proteina com pl conhecido,

deve-se levar em conta que:
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*Se os componentes da amostra sdo mais estdveis abaixo do pl, deve-se usar um trocador
catidnico.
*Se as proteinas sdo mais estaveis acima do pl, usa-se um trocador anidnico.

A utilizagdo de métodos cromatogréficos torna a purificagdo das enzimas mais
eficiente. Os principais mecanismos de separa¢io envolvidos nos processos
cromatograficos, sdo baseados em: absorgao, troca idnica, afinidade especifica, permeagdo
em gel ou interagdes hidrofilicas. O principio da cromatografia consiste em adicionar uma
solugdo tampdo para equilibrar a coluna, sendo adicionada em seguida a solugdo
enzimatica. A elui¢do da enzima se dard com o auxilio de uma solugio tampdo com um
gradiente ou ligante especifico para a enzima desejada. O eluente que sai da coluna é

coletado em fragGes e testado quanto a atividade enzimatica (Whitaker, 1996).

A cromatografia de troca i6nica ¢ um dos métodos cromatograficos utilizados para
purificagdo de enzimas, baseado na ligagdo competitiva dos ions da proteina ou ions de sais

de mesma carga, a um meio cromatogréfico de carga oposta (Collins, 1995).

2.3.2.2. Cromatografia de permeacio em gel

Cromatografia de permeagdo em gel ¢ um método cromatografico que se baseia
num processo fisico, onde uma amostra adequadamente diluida é passada através de uma
coluna empacotada com um meio cromatografico que é um gel. A separacio ¢ o resultado
do acesso limitado das moléculas grandes dentro da estrutura porosa do recheio. Assim as
moléculas que difundem para dentro do gel (moléculas pequenas) sio retardadas na sua
passagem através da coluna, comparadas as moléculas grandes que ndo podem difundir
dentro do gel e movem-se continuamente na coluna fluindo com o eluente. As moléculas
com tamanho intermedidrio migram com velocidades entre estes dois extremos, sendo que
possuem penetragdo seletiva nos poros, entrando em alguns, mas n3o em todos, € saindo da
coluna em ordem relacionada com seus tamanhos efetivos.

Este método primeiramente fornece a distribuicdo do volume de eluigdo, ou
distribui¢do do tempo de reteng¢do. O tempo de retengdo das espécies moleculares é uma
funcdo de seu tamanho, de varidveis operacionais, tais como tipo de gel, solvente,
temperatura, vazdo e de outras variaveis que influenciam o alargamento da curva. O peso

molecular das fra¢des pode ser obtido relacionando o tempo de retengio ao peso molecular
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quando padrdes apropriados sdo utilizados para a construgdo da curva de calibragdo. O
objetivo da calibrag¢do, contudo, é estabelecer uma expressdo que relaciona o tempo de

reten¢do ao tamanho molecular a valores operacionais e outras variaveis (Santos, 1996).

2.4. Anailise de carboidratos por cromatografia liquida

A cromatografia liquida ¢ uma das mais importantes técnicas de separagdo
existentes atualmente e o seu emprego em laboratorios de pesquisas € considerada nos
altimos tempos indispensavel. Assim, é importante conhecer suas vantagens. limitagdes,
componentes e os critérios de escolha entre as opg¢des de equipamentos.

A cromatografia liquida ¢ uma técnica que permite separagdes e analises
qualitativas e quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em diferentes
tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resoluc@o, eficiéncia e
sensibilidade (Collins, 1995).

Como qualquer técnica cromatografica, a cromatografia liquida apresenta vantagens

e limitagdes. Na Tabela 02, estdo apresentadas algumas destas vantagens e desvantagens.

Tabela 02: Vantagens e limitacdes da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Vantagens Limitacdes
Menor tempo de andlise Alto custo da Instrumentagao
Alta resolugdo Alto custo de operagdo
Resultados quantitativos Dificil analise qualitativa
Versatilidade Falta de detector universal e sensivel
Automacao Necessidade de experiéncia no seu manuseio

(Collins, 1998)

A separa¢do por cromatografia liquida é realizada em colunas cromatograficas.
Normalmente sdo construidas em metais e projetadas para trabalhar em pressdes de até 500
atm. As dimensdes das colunas dependem do processo, e podem ser classificadas em
colunas analiticas e preparativas (Ciola, 1998).

As colunas analiticas sdo utilizadas para separagdo de pequenas quantidades de
material, onde o principal o objetivo ¢ a andlise qualitativa ou quantitativa. Os tubos das
colunas analiticas sdo empacotados com a fase estacionaria conveniente, geralmente silica

ou seus derivados de granulometria de 3. 5, 7 ou 10 micra. Dependendo da finalidade, as
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colunas analiticas podem ter geralmente comprimento de 3 a 60 ¢cm e didmetro interno de
0,2 at¢ 8 mm. Quanto as colunas preparativas, sua aplicabilidade esté voltada a producio
industrial de até 300 t/ano. A granulometria empregada como fase estacionaria neste tipo de
coluna ¢ extremamente baixa (7 a 10 micra), porém as colunas séo projetadas com
didmetros e vazdes para grandes operagdes. As colunas preparativas atuais apresentam
diametros de 10, 20 e até 80 cm e alturas de 1 até 4 metros, operando a pressdes de algumas
centenas de atmosferas. As modernas aplica¢des industriais da cromatografia preparativa
sdo: 1. preparagdo e isolamento de compostos para fins de identificagdo, 2. preparacdo de
padrdes puros, 3. materiais de alto valor e de dificil purificagdo por outros métodos, como
por exemplo: compostos opticamente ativos, derivados de isdtopos ou isdmeros de

interesse cientifico, farmacéutico ou bélico (Ciola, 1998).

2.4.1. Cromatografia de ions — (HPLC- PAD)

A cromatografia de ions € definida como a técnica de separagio e quantificagio de
cations e anions, empregando colunas com resinas trocadoras de ions ou seus equivalentes.
Estd técnica cromatogréfica permite a andlise de fons em solugdes aquosas, empregando
como fase mével solugdes idnicas num valor de pH especificado. Para fins de aplicagdes a
cromatografia de fons pode ser dividida em: 1. Cromatografia de 4nions, 2. Cromatografia
de cations. Recentemente tem-se empregado o sistema de cromatografia de fons acoplado a
um detector de pulso amperométrico para separagdo, identificagio e quantificacdo de
carboidratos (Weiss, 1995).

O avango da técnica de cromatografia de ions ocorreu no final dos anos 80,
revolucionando as analises de carboidratos. As principais vantagens da cromatografia de
ions (HPLC-PAD) sdo: 1. velocidade nas andlises (por exemplo: analises de
monossacarideos podem ser realizadas em 10 minutos; 2. alta resolugdo (separagio de
isdmeros e andmeros de posicdo). Isto se deve ao tipo de resina empregada,
correspondendo a resinas de pelicula de microesferas onde pequenas esferas de resina de
troca de anions estdo ligadas a uma grande esfera de resina de troca de cations. Além disso,
a sensibilidade obtida na faixa de sub-mol sem a necessidade de derivatizacio é possivel
devido a tecnologia de detecgdo de pulso amperométrica (PAD) (Lee, 1996 e Kunz et al,
1996).
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Quanto as técnicas de cromatografia liquida, o sistema HPLC-IR é o método mais
comum para identificagdo e quantificagdo de sacarideos, entretanto apresenta algumas
desvantagens, tais como: 1. técnica ndo seletiva, 2. pouca sensibilidade na separagdo dos
compostos a serem identificados. Ao contrario do sistema HPLC-IR, o HPLC-PAD, € um
sistema que oferece mais vantagens, principalmente em relagéo a sensibilidade do detector.
Neste sistema € utilizado um detector de pulso amperométrico (PAD) equipado com
cletrodo de ouro, aumentando desta forma a seletividade, onde este tipo de detector €
especifico para componentes contendo grupos funcionais ionizéveis como, por exemplo,
hidroxilas, aminas e grupos sulfidicos. Acidos carboxilicos e espécies inorgénicas ndo
interferem neste tipo de detector. Atualmente a cromatografia liquida de fons € o sistema
mais utilizado para carboidratos, pois sdo acidos fracos com pK’s na faixa de 12-14, sendo
mais facilmente separados por anions pelo controle do pH (Weiss, 1995; Martens &
Frankenberger, 1990).

Os carboidratos s6 podem ser detectados pelo método de amperometria de pulso em
solucdes de pH alto (acima de 11) sendo facilmente separados em colunas de troca de
anions com alta eficiéncia. Mesmo sendo considerado um método bastante poderoso para
identificagdo de carboidratos, a detec¢do amperométrica de pulso pode sofrer interferéncia

de aminas e sulfas, por ser uma técnica bastante seletiva e sensivel (Lee, 1996).

Em altos valores de pH, os carboidratos podem ser oxidados eletrocataliticamente
na superficie do eletrodo de ouro pela aplicagdo de um potencial positivo. A corrente
gerada ¢ proporcional a concentragdo do carboidrato, e por esta razdo os carboidratos
podem ser detectados e quantificados. Se somente um Unico potencial € aplicado para o
eletrodo, pode ocorrer uma contaminag¢do do eletrodo, perdendo a eficiéncia do mesmo.
Para evitar esta perda de sinal, a superficie do eletrodo é limpa por uma série de potenciais
que sdo aplicados em intervalos de tempos fixados apds a detecgdo do potencial. Uma série
de potenciais aplicados durante um periodo de tempo assemelha-se a uma ‘waveform’. As
repeticdes da aplicacio das ‘waveform’ é a base da amperometria pulsada. Os potenciais de
uma ‘waveform’ sdo denominados de E,. E., Es, etc., onde E, é o potencial de detec¢do. Os
outros potenciais sdo de limpeza e restauragdo do eletrodo para posteriores detecgao. Os
potenciais sdo mantidos por um periodo de tempo ti, 1, t3, etc. O periodo de tempo t; €

subdivido em ty € tg. Onde tg (tempo de atraso) é o tempo que permite a mudanga de
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corrente (produzida quando muda os potenciais) declinar assim que a corrente da oxidagdo

do analitico ¢ medida durante o periodo de deteccdo, tye. (Dionex Corporation, TN21,
1994; Weiss, 1995).

Quanto ao tempo de retengdo ele esta diretamente relacionado com o valor do pKa
dos componentes existentes na amostra a ser analisada.

Na Tabela 03 estdo apresentados os valores de pK, para alguns exemplos de
carboidratos.

Tabela 03. Valores de pK para carboidratos

Carboidratos pKa
Frutose 12,03
Manose 12,08
Xilose 12,12
Glicose 12,28

Galactose 12,39
Sacarose 12,51

Soga & Serwe (2000)

2.5. Oligoassacarideos

Oligossacarideos sdo polimeros compostos de residuos de monossacarideos unidos
por ligagbes hemiacetalicas, neste caso denominadas ligagdes glicosidicas, em numero que
variam de duas, at¢ aproximadamente dez unidades. S3o compostos importantes na
determinacdo de estruturas de polissacarideos, podendo ser definidos como glicosideos
contendo de 3 a 10 unidades de mondmeros de hexoses. Entretanto, muitos dissacarideos
possuem propriedades similares aos aglicares de moléculas maiores, e sdo freqiientemente
os principais componentes de produtos de oligossacarideos de grau alimentar (Schiweck et
al., 1995).

Os oligossacarideos sdo utilizados como novos ingredientes funcionais dos
alimentos, apresentando grande potencial para melhorar a qualidade de muitos alimentos,
podendo ser encontrados em frutas, vegetais, leite € mel (Crittenden, 1996).

Recentemente um grande nimero de pesquisas sobre a produgdo e aplicagio de
oligossacarideos e polissacarideos tem surgido devido as suas propriedades fisiologicas e

tecnologicas. Baseando-se em suas propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, os
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oligossacarideos tém encontrado aplicagdo na industria de alimentos, em produtos
utilizados para alimentagdo humana (bebidas, adogantes, formulagdo de leite em po
infantil), animal (ra¢do animal como inibidor de salmonela) e aplicagdo medicinal
(cosméticos, produtos farmacéuticos e produtos para diabéticos). Entretanto o principal
interesse na produgdo de oligossacarideos ndo se encontra particularmente no seu uso como
adogante alternativo, mas sim no estimulo da produgdo de bifidobactérias (fator bifidus)
(Playne & Crittenden. 1996).

As bifidobactérias sdo responsaveis pelos seguintes efeitos beneficos: 1.
manuten¢do normal da microflora intestinal, 2. maior tolerancia a lactose, 3. atividade
anticariogénica, 4. estimulo ao sistema imunolégico e 5. melhora do valor nutricional dos
alimentos. Quanto as suas aplicagdes terapéuticas pode-se citar: 1. prevengdo de infecgdes
urogenitais; 2. alivio da constipagdo; 3. reducdo da diarréia induzida por antibidticos; 4.
preveng¢do da osteoporose; 5. prevencdo do cancer de célon (O’sullivan ez al., 1992).

Na Figura 03 esta representado o efeito do consumo de oligossacarideos no

crescimento de bifidobactérias.

Depois do consumo

Antes de oligossacarideos
1%
9% 2% Bacteroides 1%~ ! 16%
17 X B Bifidobectene -
Fusobactena
2% 2 Clostridia 82%

Figura 03: Microflora intestinal antes e apés o consumo de oligossacarideos
(www.alimentos-funcionais.com).

2.5.1. Propriedades dos oligossacarideos

Os oligossacarideos sdo soluveis em 4gua e possuem um baixo poder adogante,
correspondente a aproximadamente 0,3 a 0,6 vezes em relagdo a sacarose. A dogura dos
produtos contendo oligossacarideos esté diretamente relacionada com a estrutura quimica, a

massa molecular e niveis de mono e dissacarideos presentes na mistura. E importante
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ressaltar que a dogura dos oligossacarideos relativamente baixa torna-os bastante desejaveis
como ingredientes em produtos onde existe necessidade de acentuar a textura, sabor e
outras propriedades dos alimentos que apresentam uma dogura reduzida (Crittenden &
Palyne, 1996).

Semelhante ao amido e acticares simples, os oligossacarideos de grau alimentar
disponiveis atualmente nio sdo utilizados pela microflora bucal para produgdo de acidos e
poliglucanos. Conseqiientemente estes oligossacarideos sio utilizados como substitutos do
agucar devido & baixa cariogenicidade. Muitos dos oligossacarideos ndo sio degradados
pelas enzimas digestivas humanas, tornando-as desejaveis como adogantes em alimentos de
baixa caloria e podem ser consumidos pelos diabéticos. Por outro lado, podem também
mascarar o sabor residual deixado pelos adogantes mais intensos (Playne & Crittenden,
1996).

2.5.2. Produgio de oligossacarideos

Atualmente existem 12 tipos de oligossacarideos com grau alimentar em produgio
comercial, com exce¢do de soja-oligossacarideos (produzidos por extracdo direta) e
lactulose (produzida por reagéo de catalise alcalina), os oligossacarideos de grau alimentar
podem ser produzidos quimicamente ou pelo uso de enzimas. Muitos sio produzidos pela
sintese enzimatica a partir de aglicares simples, pela reagfo de transglicosilagio de plantas
ou de origem microbiologica (Ekhart & Timmermans, 1996).

Estes processos normalmente produzem uma faixa de diferentes oligossacarideos,
diferindo em seu grau de polimerizagdo e algumas vezes na posi¢o da ligacdo glicosidica.
Substratos ndo consumidos e monossacarideos estdo presentes ap6s a formagdo dos
oligossacarideos, sendo que a remogdo destes aglicares contaminantes ¢ feita por processos
cromatograficos, obtendo-se oligossacarideos com alto grau de pureza (Hidaka et al., 1989;
Yun et al., 1990; Hayashi et al,1991).

2.5.3. Classificacdo dos oligossacarideos

Dentre os oligossacarideos produzidos comercialmente podemos citar como
exemplos, os galacto-oligossacarideos obtidos de lactose a partir da acgio pB-
galactosiltransferase da enzima [-galactosidase (EC 3.2.1.23), observando uma

predomindnica da reagdo de hidrélise a altas concentragdes de lactose. A lactosacarose,
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produzida a partir da mistura da lactose e sacarose usando a ac@o de transfrutosilagdo da
enzima P-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). A palatinose, também conhecida como
isomaltulose produzida a partir da sacarose usando uma sintese da isomaltulose imobilizada
(EC 4.5.4.99). A glicosil-sacarose ¢ produzida a partir da maltose e sacarose sob a¢do da
enzima glucanotransferase (EC 2.4.1.19). E os frutooligossacarideos, que sdo obtidos a
partir da sacarose pela a¢do de transfrutosilagdo da enzima [-frutofuranosidase (EC
3.2.1.126) ou pela B-frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) (Playne & Crittenden, 1996, Crittenden
& Playne, 1996, Yun, 1996).

2.6. Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos pertencem a classe de agucares constituidos de um a trés
unidades de frutose ligada a uma molécula de sacarose na posi¢do B(2-1). Os principais
componentes sdo kestose, nistose e 1-frutosilnistose. Frutooligossacarideos sdo
considerados como novos ingredientes funcionais dos alimentos, devido as suas
caracteristicas fisioldgicas e tecnologicas. Sua aplicagdo € ampla, seja na indudstria de
alimentos (humana e animal) como na farmacéutica. Os frutooligossacarideos possuem
propriedades similares aos adogantes alternativos (baixa caloria, baixa cariogenicidade) e
podem ser utilizados por diabéticos. Dentre as propriedades mais importantes esta o
estimulo da bifidobactéria, que auxilia na manutengdo de um bom funcionamento
gastrointestinal (Yun, 1996; Spiegel et al., 1994; Park & Almeida, 1991).

A mistura de frutooligossacarideos é usada como adogantes ndo digeriveis no
intestino, mas metabolizadas como fibras dietéticas soluveis. No colon elas sao
rapidamente fermentadas pela microflora benéfica, principalmente pela bifidobactérias.
Estas inibem, especificamente, o crescimento de bactérias prejudiciais, tais como a
clostridia. Tal alteragdo na composi¢do da flora intestinal pode ser benéfica para a saude
intestinal e para a sensagdo de bem-estar (Yun, 1996).

Os frutooligossacarideos apresentam propriedades fisicas e fisiologicas que os
tornam compostos de grande potencial de aplicagdo em alimentos para nutri¢do humana e
animal. S3o actcares ndo digeridos pelo organismo humano, passando através do intestino
delgado sem serem absorvidos, e vao direto para o intestino grosso, onde sdo seletivamente

utilizados pelas bactérias na microflora intestinal (Mitsouka, 1990).
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Normalmente podem ser obtidos por fontes de origem vegetal como chicoria,
alcachofra de Jerusalém, dalia, cebola, alho, alho pord e trigo, ou por processos
enzimaticos. As caracteristicas mais importantes destes agticares alternativos sio: poder
adogante reduzido, ndo metabolizaveis pelo organismo humano, atuacdo similar as fibras
soluveis e utilizdveis pelas bifidobactérias que inibem a producdo de substincias

putrefativas (Schiweck e al. 1995).

2.6.1 Producio de frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos sdo obtidos a partir da sacarose sob agio da enzima pB-
frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) ou B-frutosiltransferase (E.C.2.4.1.9). Esta denominagio
dada as enzimas produtoras de frutooligossacarideos estd relacionada a acdo de

transfrutosilagdo da invertase sobre altas concentragdes de sacarose (Park & Almeida,
1994; Patel et al., 1994)

As enzimas que apresentam melhor potencial como produtora de
frutooligossacarideos sdo obtidas de fungos (Aspergillus sp., Aureobasidium pullulans,
Aspergillus niger e Aspergillus japonicus) (Chien ez al, 2001). Santos (1998), verificou que
a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus além de apresentar uma
caracteristica hidrolitica, possui também a capacidade de sintetizar oligossacarideos.
Trabalhando em meio aquosos atingiu-se niveis de até 51 g/L, utilizando uma solucdo de
sacarose a 50% (p/v). Estes polimeros caracterizados como frutooligossacarideos foram
identificados como kestose, nistose e fructosilnistose (GF,, GF; e GF,) que apresentam os
mesmos efeitos benéficos atribuidos aos oligossacarideos.

A produgdo continua de frutooligossacarideos pode ocorrer tanto com a enzima na
forma livre quanto na forma imobilizada. Atualmente, existem dois processos industriais de
producdo de frutooligossacarideos realizados por duas industrias de alimentos, uma
Japonesa ¢ outra Coreana, ambos utilizando células imobilizadas em alginato de calcio
(Chien et al., 2001).

A producdo de frutooligossacarideos com alta produtividade pode ser realizada
utilizando sacarose em altas concentragdes e uma enzima com uma maior agdo de
transfrutosilagdo. O processo industrial foi desenvolvido a partir de uma solugdo de

sacarose 50-60%, que passa por uma coluna com células de 4spergillus niger, onde ocorre
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a transfructosilacdo, seguida por uma troca idnica para descoloragdo e dessalinizagdo. O
produto final corresponde a uma mistura de frutooligossacarideos de cadeia curta,
constituido por kestose (GF), nistose (GF3) e 1-fructosilnistose (GF4) (Park & Almeida,
1994).

A reacdo de transfrutosilacdo, responsédvel pela produgdo de frutooligossacarideos €
quantitativamente diferente entre as diferentes linhagens microbianas. O aumento da
concentrag¢do do substrato favorece este tipo de reagdo. Durante a reagdo, observa-se uma
competicdo entre a agua e outros substratos pela transferéncia de radicais frutosil nas
reacdes catalisadas pelas enzimas B-frutofuranosidases (Hidaka et /., 1988; Hirayama et

al., 1989).

2.6.2. Aplicacao industrial dos frutooligossacarieos

O Jap3o produz comercialmente um novo tipo de adogante alternativo conhecido
como “neosugar”, que corresponde a uma mistura de frutooligossacarideos, cujos principais
componentes sdo kestose (GF;), nistose (GF3) e 1-fructosilnistose (GF4) (Figura 04). O
“neosugar” foi desenvolvido pela industria japonesa Meiji Seika Kaisha Ltd, a partir de um
processo microbiolégico tendo como substrato a sacarose, pela a¢do da enzima p-
fructosiltransferase (Hidaka er a/, 1988).

O neosugar pode ser classificado em G e P. O “neosugar G” obtido pela reagdo
enzimatica de transfrutosilagdo da sacarose, seguida do processo de descoloragdo e
dessalinagdo. A composi¢do final deste agucar ¢ de 35% de glicose e frutose, 10% de
sacarose, 55% de frutooligossacarideos (kestose, GF, = 25%, nistose, GF3; = 25% ¢ 1-
frutosilnistose, GF; = 3%). O “neosugar P”, produzido a partir da remogdo dos
monossacarideos e dissacarideos, formado por 95% de frutooligossacarideos (kestose,GF>
= 45%, nistose, GF; = 45% e 1-frutosilnistose, GFs = 10%). Comparando o poder adogante
destes dois acucares, observamos que o grau de dogura fica em torno de 60% e 30%,
respectivamente, em relagdo a sacarose. S&o bastante estavels em pH neutro e temperaturas

acima de 140°C (Hidaka & Hirayama, 1991).
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Frutooligossacarideos (Fos)
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Figura 04. Frutooligossacarideos: Kestose (GF,), nistose (GF;) e 1-B-fructosilnistose (GF,).

Os frutooligossacarideos de origem microbiana tém sido particularmente estudados
devido aos seus efeitos fisioldgicos especificos em humanos, principalmente no estimulo ao
crescimento benéfico das bifidobactérias no trato intestinal, alivio da constipa¢do intestinal,
indugdo a diminui¢do do colesterol do soro sanguineo, melhorando o estado geral do
individuo (Hidaka et al. 1986).

Ziesenitz et al., (1987) observaram que, em virtude da nistose ndo ser
completamente hidrolisada no intestino delgado, mas ser rapidamente convertida a acidos
pelas bactérias do ceco, seu valor energético para o hospedeiro seria certamente menos do
que um tetrassacarideo que fosse completamente digerido e absorvido no intestino delgado.
Uma substéncia que passa pelo intestino delgado sem ser hidrolisada, mas é fermentada
pela flora do ceco e coélon, é uma provével candidata 4 laxante, por razdes osméticas,
portanto, a utiliza¢do da nistose como substrato em substituicdo a sacarose vem sendo

sugerido. No processo metabdlico ndo ocorre formagdo de frutose e glicose para o
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organismo, tornando os frutooligossacarideos um adogante em potencial para diabéticos. A
fermentacdo anaerobia de nistose por microganismo da placa dental e Streptococcus mutans
NCTC 10449 foi cerca de 50% mais lenta do que a sacarose.

Estudos conduzidos por Spiegel er @/ (1994), e Modler (1994) constataram que
apesar dos alimentos naturais conterem frutooligossacarideos e considerando os habitos
alimentares usuais, torna-se dificil a ingestdo da dose didria recomendada de
oligossacarideos, a partir de alimentos naturais, que ¢ de aproximadamente 0,8 g/dia/130
libras de peso corpéreo, nos Estados Unidos. Portanto a ingestdo de oligossacarideos
suplementares pode ser benéfica para idosos e pessoas que ocupam cargos estressantes que
desejam manter o sistema digestivo saudavel (Yun, 1996).

A adicdo de fatores bifidogénicos na dieta humana, normalmente favorece num
aumento na ocorréncia e no numero de bifidobactérias isoladas do material fecal, sugerindo
que a suplementacdo na dieta deveria ser implementada. Contudo, evidéncias mais
definidas a respeito da eficacia destes compostos s@o requeridas. O ideal seria que as dietas
possuissem fatores bifidogénicos para estimular crescimento de bifidobactérias que sao
naturais ao hospedeiro. O consumo médio per capta de inulina na dieta européia varia de 2
a 12 g/dia, com um consumo, na Bélgica este valor fica em torno de 5-8 g/dia e 7-12 g/dia
na Espanha (Modler, 1994).

Modler (1994) verificou que a adigdo de “neosugar” a dieta humana (15g/dia),
provocou um acréscimo de 10 vezes na populag@o de bifidobactérias do intestino grosso,
bem como a ocorréncia de bifidobctérias passou de 87% para 100%. Concomitantemente,
houve uma reducéo de 0,3 unidades no pH intestinal e também um decréscimo na contagem
de enterobacteria. Estudos similares realizados por Hidaka er a/ (1991) verificou-se que
administrando 8 g/dia de “neosugar” aumentaria a producao de acidos graxos.

Mckellar & Modler (1989) constataram que a bifidobactéria possui enzimas
hidroliticas conhecidas como inulinase (B-2,1-D-frutano-frutanohidrolase), que hidrolizam
os frutooligossacarideos, ao contrario das enzimas digestivas de humanos e animais.
Linhagens das bifidobactérias animais metabolizam a inulina mais efetivamente do que as
bifidobactérias de origem humana. As diferengas no metabolismo sugerem que a inulina ¢
incapaz de atingir o sitio das enzimas das bifidobactérias humanas, ou entdo, um

impedimento estérico poderia estar envolvido. Estudos realizados “in vitro™ demonstraram

34



/@uiﬁfiﬂ Ja :-Eifera tura

que a Bifidobacterium longun tem dificuldade de metabolizar polimeros de cadeia longa,
tais como a inulina. Bifidobacterium adolescentis metabolizou inulina de forma mais eficaz
do que o Bifidobacterium longum, mas o Bifidobacterium thermophilum apresentou melhor
crescimento e atividade de inulinase. Bifidobacterium infantis utilizaram cadeias curtas de
frutooligossacarideos, porém sdo incapazes de metabolizar polimeros de cadeias longas,

com grau de polimerizagdo maior que 25.

2.6.3 Mecanismos da enzima

Um dos primeiros trabalhos que se tem conhecimento sobre uma enzima de
Aspergillus niger que apresentava agio de transfrutosilagdo, considerou que o processo
ocorria em duas etapas. Na primeira etapa, a enzima colidia com a molécula de substrato,
formando um complexo frutosil-enzima (FR-E) relativamente estavel. Na segunda etapa, o
complexo frutosil-enzima (FR-E) se aproxima da molécula do co-substrato ocorrendo a
transferéncia de unidades de frutose ao co-substrato, com a dissocia¢do de novos
oligossacarideos do complexo (Pazur, 1952).

No mecanismo de transferéncia de frutose, admite-se a existéncia de dois sitios
ativos sobre a B-frutosiltransferase para a sacarose. Um dos sitios agiria como doador ¢ o
outro como aceptor de unidades de frutosil. De acordo com o modelo proposto, a frutose
seria transferida do sitio doador para a parte da frutose existente na molécula da sacarose
para seu sitio aceptor, formando desta maneira kestose (GF,). Em seguida, os residuos de
frutose provenientes da sacarose doadora seriam transferidos para uma molécula de
sacarose aceptora ou para a glucofrutosana (FOS) e ndo mais para a dgua. Desta forma, o
nucleotideo atuaria como ponte de ligagao entre os dois sitios ativos, agindo como um
mecanismo regulador para ativar a enzima. Neste processo haveria dependéncia apenas do
tipo de carboidrato disponivel no meio para suprir a energia necessaria ao organismo
(Gupta & Bhatia, 1980).

A transferéncia de residuos frutosil para a sacarose com uma concentracdo de 50%
(w/v), catalisada pela enzima B-frutosiltransferase de Aspergillus niger ATCC 20611,
favoreceu um aumento na produgio de kestose e nistose. Foi constatado que a enzima f-
frutosiltransferase em altas concentragdes de sacarose favorece a agdo de transfrutosilacio,

onde a conversdo para frutooligossacarideos ocorre rapidamente atingindo um total de 60%
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de carboidratos formados apdés um periodo de 24 horas. Transcorrido este tempo de
incubagdo, a producdo de kestose e 1-frutosilnistose aumentou, confirmando assim o
modelo proposto, no qual a produg@o de frutooligossacarideos ocorre de uma forma
desproporcional (GF,+ GFy— GFn.1 + GFp+) (Jung e al., 1989, Duan ef al., 1994).

A partir do estudo cinético realizado, verificou-se que além da glicose, que inibe a
reacao de sintese na produgdo dos frutooligossacarideos, a concentragdo de sacarose
também interfere no tipo de acdo da enzima, ou seja, em altas concentragdes, favorece a
acdo de transfrutosilagdo e a baixas concentragdes a agdo hidrolitica é predominante (Jung
et al., 1989).

A eficiéncia na produgdo de frutooligossacarideos esta diretamente relacionada com
uma alta propor¢do de U,/U, e alta produtividade enzimatica apresentada pelos
microrganismos produtores da enzima. A partir de dados experimentais de linhagens de
Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans foi verificado que estes sdo o0s
microrganismos que melhor apresentam os pardmetros U/Uy, sendo mais eficientes na
produgdo de frutooligossacarideos (Jung et a/., 1987, Hirayama et al., 1989; e Hidaka &
Hirayama, 1991).

Em relacdo ao mecanismo de agdo da inulinase de Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus, verificou-se que a enzima apresentava uma atividade hidrolitica e de
transfrutosilagido. Nos processos de sintese em altas concentra¢des de sacarose (50%p/v)
verificou-se o favorecimento da produgdo de oligossacarideos, identificados como kestose e
nistose. A méaxima produtividade ocorria com o tempo de 4 a 5 horas de sintese (Santos,

1998).
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3. Material e Métodos

3.1. Produgio da inulinase
3.1.1. Microrganismo

O microrganismo Kiuyveromyces marxianus var. bulgaricus 16045 (laboratério
Engenharia de Bioprocessos-DEA-FEA-UNICAMP) foi utilizado para a producdo da

enzima inulinase.

3.1.2. Manuten¢ao do microrganismo

Periodicamente o microrganismo era repicado em um meio sélido composto de
extrato de levedura (3,0g/L), extrato de malte (3,0 g/L), peptona (5,0g/L), glicose (10,0 g/L)
e agar (20,0 g/L). Sem ajuste de pH.

3.1.3. Preparo do meio do in6culo

O meio cultivo utilizado para o preparo do indculo utilizado na etapa da
fermentagdo foi composto de: sacarose (20,0 g/L), extrato de levedura (5,0g/L), K;HPOy,
(5,0g/L), NH4Cl (1,5g/L), MgSO, 7H,0 (0,65 g/L) e KCI (1,15¢/L) a pH 6,8.

Em frascos Erlenmeyers aletados de 500 mL, foram adicionados 100 mL do meio
de cultura utilizado para o indculo, esterilizado a 121°C por 15 minutos. Em seguida os
frascos foram inoculados com o microrganismo Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.
Apos a inoculagdo o meio foi incubado a 30°C e 150 rpm em shaker PSYCROTHERM

durante um periodo de 24 horas, tempo satisfatério para o crescimento do microrganismo.

3.1.4. Fermentacao
A fermentagdo para a produgdo da inulinase foi conduzida sob condi¢des Gtimas
definidas por Kalil (2001), conforme Tabela 04.

Tabela 04: Composi¢ao do meio de cultivo para producio da Inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.

Meio de Cultivo
Composiciao Concentracio (g/ L)
Sacarose 14
Extrato de Levedura 10
Peptona 20
K,HPO, 1
pH 35
T 30°C
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3.2 Caracterizacao da enzima

Para a caracterizacdo da enzima em invertase e inulinase, foi determinada a
atividade enzimatica utilizando o método colorimétrico DNS (Miller, 1959). Em seguida,
foi calculada a razdo de S/I. onde S corresponde a unidades totais de atividade de invertase
e I corresponde a unidades totais de atividade de inulinase. Para valores de S/I maiores do
que 50 a enzima € caracterizada como invertase, e para valores abaixo de 50 a enzima ¢

caracterizada como inulinase (Vandamme & Derycke,1983).

[

Sacarose (SJ _ Unidadestotais de atividadede invertase
Unidadestotais de atividadede inulinase

Inulina
3.3. Purificacio da enzima
3.3.1. Recuperag¢ao com etanol

O caldo fermentado foi centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C em centrifuga
refrigerada SORVALL® RC26 PLUS. O sobrenadante foi utilizado para a recuperagéo da
enzima, descartando o precipitado.

Inicialmente, determinou-se a atividade enzimatica do sobrenadante para o célculo
do rendimento. A recuperagdo ou precipitagdo da enzima foi realizada adicionando etanol
até atingir a concentragdo de 70%. Todo o processo foi realizado a baixa temperatura
(banho de gelo), sob agita¢do branda de maneira tal que ndo ocorresse uma desnaturacdo da
enzima (Whitaker, 1996).

Apos adi¢ao do etanol, a solucdo foi centrifugada a 10000g por 15 minutos a 5°C,
em uma centrifuga refrigerada SORVALL® RC26 PLUS. O precipitado contendo a enzima
foi ressuspendido em tampdo fosfato 0,05 M. pH 52. A atividade enzimatica foi

determinada para o célculo do rendimento.

3.3.2. Estudo da capacidade de adsorc¢ao/dessorc¢iao da enzima pela resina

O estudo da capacidade de adsorgdo/dessorcdo e selecdo da resina foi realizado com
a inulinase obtida de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus. Nos ensaios com o pH 4,0
e 4.5 foi utilizada a resina SP-Sepharose FF de troca catidnica, onde a elui¢do foi realizada
com tampao acetato de sédio 0,1M com gradiente linear salino de NaCl 1 M em tampéao
acetato de s6dio 0,1 M. Para os testes com pH na faixa de 5.5-7,5 a resina utilizada foi Q-

Sepharose FF de troca anidnica. A elui¢ao da inulinase foi realizada com tampao fosfato de
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sodio 0,05 M com gradiente salino linear de NaCl 1 M em tampdo fosfato de sddio 0,05 M.
Em ambas as resinas foi injetado 10 mL de amostra, e durante a elui¢io foram coletadas
fragdes de 10 mL utilizando um coletor FRAC 100 (Pharmacia) para o célculo da atividade
enzimatica, teor de proteinas, atividade especifica, fator de purificagdo, rendimento e

caracterizagdo da enzima (S/I).

3.3.3. Estudo da influéncia do pH (5,5-7,5) na purifica¢io da enzima

Nesta etapa, foram realizados estudos de adsor¢do/dessor¢io da enzima em
diferentes valores de pH acima do ponto isoelétrico (4,7-53,2), j4 que a enzima ndo
apresentou uma boa adsor¢do/dessor¢do em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico. Foi
utilizada uma coluna de troca anidnica Q-Sepharose FF (Pharmacia). Foram injetados 10
mL de amostra com o pH da enzima ajustado para o valor desejado. A elui¢do da enzima
foi realizada com tampdo fosfato de sodio 0,05M e um gradiente linear salino de NaCl | M
em tampdo fosfato de sédio 0,05 M. O pH das solugdes de eluigdo foi ajustado para o valor
desejado. Antes da inje¢do da amostra, a coluna foi lavada com uma solugdo de tampio
fosfato de so6dio 0,05 M, num volume equivalente a 5 vezes o volume da coluna, com o
objetivo de equilibrar a coluna.

Durante a elui¢do da enzima foram coletadas fra¢des de 10.0 mL no coletor de
fragdes FRAC-100, para o calculo da atividade enzimatica, teor de proteina, atividade

especifica, fator de purificagdo, rendimento e caracterizagdo da enzima (S/1).

3.4. Caracteriza¢do da inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus livre e
imobilizada em alginato de calcio
3.4.1. Eletroforese da inulinase em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi conduzida a temperatura ambiente
(25°C) com uma voltagem constante de 80V por quatro horas, utilizando o sistema vertical
Protean II-Bio Rd, seguindo o procedimento de Leaemli (1970).

As amostras (caldo bruto e enzima purificada) foram submetidas a desnaturagdo a
temperatura 100°C por cinco minutos em solugdo tampdo de pH 6,8 (B-mercaptaetanol,
Tris-HCI 0,5M, glicina, SDS (10%) e azul de bromofenol). Na corrida foi utilizado o
tampao (Tris-0,0025M, glicina-0,192M e SDS-0,1%) a pH 8,3. Os géis consistiam em: gel
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de empilhamento 4,0% (acrilamida, Tris-HC] pH 8,8, dgua e TEMED ) e gel de corrida
6,0% (acrilamida, Tris-HCI pH 6.8, agua e TEMED).

A coloragdo do gel foi realizada utilizando Comassie Brilliant Blue G250
(Blakesley & Boezi, 1977). Para determina¢do do peso molecular foi utilizado o Kit de
calibragdo de baixo peso molecular da Pharmacia (LMW Kit calibration) contendo as
seguintes proteinas: fosforilase B (94 KDa), albumina (67 KDa), ovoalbumina (43 KDa),
amidrase carbonica (30 KDa). inibidor de tripisina (20,1 KDa) e a-lactoalbumina (14.4
KDa).

3.4.2. Imobilizacdo da inulinase em alginato de calcio

Inicialmente foi pesado 1,5g de alginato de sédio e 40g de agua destilada. Em
seguida a mistura foi aquecida até atingir 80°C aproximadamente, para que ocorresse a
dissolucéo total do alginato. Finalizada a dissolugdo do alginato, o gel foi resfriado a 40°C,
e em seguida adicionado 10mL da solugdo enzimatica. Obtendo-se um gel com uma
concentragdo de 3,5% de alginato no final do processo

Para formagdo das esferas o gel de alginato foi bombeado lentamente, utlizando
uma bomba peristaltica (Modelo: Masterflex acoplada com uma mangueira tamanho 13),

sobre uma solug@o de cloreto de célcio 0,05M em tampdo acetato 0,1M mantida sob

agita¢do (Figura 05).
Q
2
1
EEE
| 4
1. Gel de alginato + enzima 3. Solucgéo de CaCl,
2. Bomba peristaltica 4. Agitador Magnético

Figura 05. Esquema do processo de imobilizacio de inulinase em alginato de calcio.
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3.4.3. Influéncia da concentragio de CaCl, na imobilizacdo da inulinase

O preparo do gel foi realizado de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.2
diferenciando apenas no preparo das esferas de alginato de calcio. Para o preparo das
esferas, o gel de alginato foi gotejado na solu¢do de CaCl,, em diferentes concentragdes
(0,05, 0.1, 0,15 e 0,2 M). Apés a formagdo das esferas de alginato de célcio, as esferas
contendo a enzima encapsulada foram deixadas em repouso na geladeira. A atividade
enzimética foi determinada em intervalos de tempos pré-determinados. O estudo da

estabilidade foi realizado na temperatura de 50°C.

3.4.4. Estabilidade com o tempo
O caldo enzimatico e a enzima purificada livre foram congelados e a atividade
enzimdtica determinada em intervalos de tempo pré-determinados, utilizando o método

colorimétrico DNS (Miller, 1959).

3.4.5. Efeito do pH na atividade da inulinase
As enzimas purificada livre € imobilizada foram incubadas em tampéo acetato 0,1
M a diferentes valores de pH 3.6-5,6. Em seguida foram determinadas as atividades

enzimaticas.

3.4.6 Estabilidade com o pH

As enzimas purificada livre e imobilizada foram incubadas em diferentes valores de
pH (3,6-5.6) e a atividade enzimatica foi determinada em intervalos de tempos pré-
determinados utilizando-se o método colorimétrico DNS (Miller, 1959). O estudo foi

interrompido quando verificou-se a perda da atividade enzimatica.

3.4.7. Efeito da Temperatura na atividade da inulinase
As enzimas purificada livre e imobilizada foram incubadas em tampao acetato 0,1
M, no melhor valor de pH obtido, de acordo com o item 3.4.5, em diferentes temperaturas

(20-70°C) e determinada a atividade enzimética.

3.4.8. Estabilidade com a temperatura
A estabilidade da inulinase purificada livre e imobilizada foi testada incubando a

enzima em tampao acetato 0,1 M, com o melhor pH obtido, de acordo com o item 3.4.5, em
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diferentes temperaturas (40-55°C), e a atividade enzimatica determinada em intervalos de
tempos pré-determinados. O estudo foi interrompido quando verificou-se a perda da

atividade enzimatica.

3.4.9. Microscopia eletronica de varredura

As esferas de alginato com e sem enzima foram submetidas a secagem a baixa
temperatura e em seguida fraturadas e mantidas em dessecadores. Apds as amostras
estarem totalmente secas, elas foram fixadas em suportes (stub) utilizando-se fitas de cobre
condutivas recobertas com ouro (SPUTTER COATER BALZERS - SCD 050) a 25°C
2.10° torr durante 180 segundos. As amostras recobertas foram observadas em microscépio
eletronico de varredura (JEOL SCANNING - JSM 5800 LV) a 10 KV,

3.5. Estudo cinético para inulinase nas formas livre e imobilizada

3.5.1. Influéncia da concentracio inicial de sacarose na inulinase livre e imobilizada
Foram determinadas as velocidades iniciais de reacdo, em diferentes concentragdes

de sacarose (0,5-700 g/L). Considerando um modelo cinético de inibi¢do pelo substrato,

construi-se um grafico na forma linearizada de Lineweaver-Burk com os dados

experimentais, para as faixas de baixas e altas concentracdes de substrato. Com as taxas

iniciais de reacdo em funcdo da concentragdo de substrato foram determinadas as

constantes cinéticas aparentes (Km, Vimax € Kj).

3.5.2. Influéncia das concentracdes de glicose e frutose na velocidade inicial da
inulinase livre e purificada

Os experimentos com glicose e frutose foram realizados separadamente. O efeito
inibidor de glicose e frutose foi determinado numa faixa de concentragdo de sacarose onde
ndo fosse verificada a inibigdo pelo substrato. As concentragdes de glicose e frutose
estudadas foram 3, 10 e 15 g/L, respectivamente. E para cada uma destas concentragdoes foi
variada a concentracdo de sacarose (5, 10 e 15 g/L).

Em seguida foram determinadas as velocidades iniciais em fun¢@o da concentragao
inicial de sacarose, a diferentes concentragdes de glicose e de frutose e analisadas através
de graficos de Lineweaver-Burk para caracterizagdo do tipo de inibi¢ao e determinagdo dos

pardmetros cinéticos.
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Também foi estudada a influéncia da frutose e glicose (25, 50 e 75 g/L), na
atividade e na sintese de oligossacarideos, sendo que para cada uma destas foi utilizada
sacarose numa faixa de concentragdo onde ¢ verificada a inibig4o pelo substrato. Todas as

analises foram realizadas em um sistema de cromatografia de troca de ions (HPLC-PAD).

3.6. Sintese de oligossacarideos

Na sintese foi1 utilizado um micro-reator encamisado (6,5 x 3,5 cm). No reator foram
adicionados 16,0 mL de solugdo de sacarose a 50% (w/v) com 2,0 mL da solugdo
enzimatica purificada ou imobilizada, perfazendo um atividade final de 6 Ul/mL. Todas as

sinteses foram realizadas em um tempo de 12 horas e 50°C.

3.6.1. Producio de oligossacarideos
No estudo das melhores condigdes para produgdo de frutooligossacarideos, foi

utilizada a técnica de planejamento experimental , conforme descrito no item 3.6.1.1.

3.6.1.1. Planejamento experimental

O planejamento experimental e a metodologia de superficie de resposta sdo
preferidos em relagdo a andlise univaridvel ao permitirem considerar simultaneamente
varios fatores em diferentes niveis e as interagdes entre eles, reduzindo o nimero de
experimentos. Técnicas de inferéncia estatistica podem ser aplicadas para estimar a
importancia de fatores individuais, a sensibilidade da resposta para cada fator e a magnitude
do erro experimental.

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso fazé-lo variar e
observar o resultado dessa variag@o. Isso implica na realizagdo de ensaios em pelo menos
dois niveis desse fator. Ao analisar os resultados dos efeitos e verificar que o efeito de uma
variavel € dependente do nivel da outra, diz-se que as duas varidveis interagem e desta
forma calcula-se o efeito de interagdo.

Esta técnica € utilizada quando deseja-se estudar com muitas variaveis e se
desconhece a importdncia de cada uma delas no processo. O fato de ndo escolher de
imediato o planejamento fatorial completo se deve principalmente ao nimero de variaveis.
Assim, o planejamento fatorial fraciondrio pode trabalhar com um numero reduzido de

experimentos, devendo-se levar em consideracdo o numero de efeitos de interagdo de
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ordem alta aumenta consideravelmente com o numero de fatores. Muitas vezes esses efeitos
tém valores pequenos e sdo destituidos de qualquer importancia pratica. Como analogia da
expansdo em série de uma fungdo, os efeitos principais tendem a ser maiores que as
interacdes de trés fatores, e assim por diante. Essa tendéncia naturalmente se acentua para
efeitos de ordem mais alta. Como esses efeitos em geral ndo sdo significativos ndo ha
necessidade de fazer todos os ensaios de um planejamento sé para determina-los.

Quando o numero de varidveis aumenta, crescem as chances de que uma ou mais
variaveis ndo afetem significativamente a resposta. Se os efeitos dessas variaveis ndo
precisam ser determinados, ndo é necessario fazer todos os ensaios do fatorial completo.

Por outro lado, dificilmente se conhece a importancia de cada variavel no processo.
Nio se pode excluir de uma forma totalmente arbitraria fatores potencialmente importantes,
sendo que € conveniente incluir no estudo, nesse estdgio, 0 maior numero possivel de
variaveis. Por este motivo escolhe-se o planejamento fraciondrio ao invés o planejamento
fatorial completo.

Neste trabalho utilizou-se inicialmente o planejamento fraciondrio para verificar
quais as varidveis que apresentam efeitos significativos na produgdo dos
frutooligossacarideos. Assim, estudou-se a influéncia da temperatura, pH, concentragdo de
sacarose e concentracdo de enzimas. A Tabelas 05 mostra a tabela de niveis e a faixa de

valores utilizadas neste estudo e a Tabela 06 a matriz de planejamento.

Tabela 05: Tabela de niveis

-1 0 +1

pH 5,0 5,5 6,0

T (°C) 40 45 50

C. (g/L) 450 550 650
Ce (g/L) 4 5 6

C,= concentragio de sacarose, Cg= concentracio de enzimas.
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Tabela 06: Matriz de planejamento fracionario 2*'

Ensaio Valores codificados Valores reais
pH T(C) Ci(gL) Ce(gl) pH T(C) Ci(gL) Ce(gl)
01 -1 -1 -1 -1 5,0 40 450 4
02 +1 -1 -1 +1 6,0 40 450 6
03 -1 +1 -1 +{ 5.0 50 450 6
04 4] ] -1 -1 6,0 50 450 4
05 -1 -1 +1 g o 5,0 40 650 6
06 +1 -1 +1 -1 6,0 40 650 4
07 -1 +] +1 -1 5.0 50 650 4
08 +1 %] +1 +1 6,0 50 650 6
09 0 0 0 0 5,9 45 550 5
10 0 0 0 0 5,5 45 550 5
11 0 0 0 0 i 45 550 5

3.6.2. Estudo da influéncia de aceptores (maltose, lactose, glicose e frutose) na sintese
de oligossacarideos.

O estudo da influéncia dos aceptores foi realizado fixando-se a concentragio de
sacarose em 500g/L e variando-se a concentragdo do aceptor em 20 e 100g/L (maltose,
lactose) e 25 e 75g/L (glicose e frutose). A identificagdo e quantificacio das amostras

foram realizadas utilizando-se um sistema de cromatografia liquida de ions (HPLC-PAD).

3.7. Sintese de oligossacarideos com inulinase imobilizada

Para a sintese de oligossacarideos, a enzima imobilizada em alginato de calcio foi
empacotada em coluna encamisada com controle de temperatura (50°C). A coluna foi
alimentada com soluc@o de sacarose a 45% (p/v) a pH 6,0. Durante a alimentagdo foram
estudados varios tempos de residéncia, variando-se a vazdo de alimentacdo (Figura 06).
Os produtos de sintese foram identificados e quantificados através de um sistema de
cromatografia de ions (HPLC-PAD) equipado com detector de pulso amperométrico com
uma coluna CarboPac PA100 (240x4mm) e coluna de protecio CarboPac PA100

(50x4mm). Para eluigdo dos carboidratos utilizou-se um gradiente composto de duas
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solucdes: a) 100mM solugdo de hidroxido e b)100mM de hidréxido de sédio contendo

500mM de acetato de sodio. Um tempo de corrida de 35 minutos com fluxo de 1mL/min.

2
3 T
: ikl
1. banho termostatizado 4. coluna encamisada contendo inulinase imobilizada
2. solugdo de sacarose 50%, a 50°C 5. coletor de amostra

3. bomba peristaltica

Figura 06. Esquema da sintese de oligossacarideos com inulinase
imobilizada em alginato de calcio.

3.8. Metodologia Analitica
3.8.1. Atividade enzimatica

A dosagem da atividade enzimatica foi realizada pelo método de velocidade inicial
da produgdo dos agucares liberados em condi¢des controladas. O método consiste na
utilizacdo de um micro-reator encamisado sob agitagdo e controle de temperatura com
auxilio de um banho termostatizado TECNAL TE-184. No reator adicionou-se 5,0 mL da
solucdo de sacarose a 0,06 M, 2,5 mL de tamp3o fosfato de sddio 0,05 M a pH 5,2, 1.5 mL
de agua destilada e 1,0 mL da amostra convenientemente diluida. O mesmo procedimento
foi efetuado substituindo a solugdo de sacarose por inulina, para determinar a atividade de
inulinase. As rea¢des foram realizadas a 50°C.

Foram retiradas amostras de 1,0 mL nos intervalos de tempo de 1, 3,5, 7¢ 9
minutos para a sacarose ¢ 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a inulinase e analisou-se 0s
acucares redutores totais (DNS, Miller, 1959). Construiu-se uma curva de absorbancia
(540nm) em fungdo do tempo e com auxilio da curva de calibragdo de agicar redutor foram

determinadas as atividades. A atividade de invertase foi definida como a quantidade de

46



%szen'af e %?ﬂoa/od

enzima capaz de hidrolisar 1umol de sacarose por minuto. A atividade da inulinase foi
definida como a quantidade de enzima que librera lumol de frutose por minuto sob

condicdes de analise.

3.8.2. Determinacio de proteinas

Na dosagem de proteinas foi utilizado o método de Lowry (Lowry, 1951).

3.8.3. Purificagao por cromatografia de troca iénica - FPLC
O sistema FPLC consiste dos seguintes equipamentos
e Mixer (para gradientes de solugdes)
e Controlador de cromatografia liquida LCC — 501 Plus
e Duas bombas P-500 para injecdo dos eluentes
e Uma bomba P-1 para injecdo de amostra
e Um monitor UV para medi¢do do perfil cromatografico
e Coletor de fragdes FRAC-100
e Coluna cromatografica de troca i6nica

e Loopde 150 mL para injecdo das amostras

A coluna foi utilizada nas seguintes condi¢des padrdes
e Pressdo 0,3 Mpa
e Temperatura 17°C

e Fluxo 1,0 mL

Preparo da resina

A resina mantida em etanol 20% (p/v) foi lavada com tampéo fosfato de sodio 0,05
M para equilibrar a coluna. Foi necessaria a lavagem da resina com solugdo de NaCl 1 M,
com o objetivo de recarregar a resina com grupos ativos. O procedimento utilizado esta de
acordo com o manual da coluna (Pharmacia).
Fase movel

Para a fase moével foi utilizado um gradiente salino de NaCl 1 M em tampao fosfato

de sodio 0,05 M e tampao fosfato de sodio 0,05 M para a coluna Q-sepharose FF de troca
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anidnica ( faixa de pH 5,5-7,5) e tampdo acetato de sodio 0,02M e NaCl 1 M em tampao
acetato de sddio 0,02 M para coluna SP-Sepharose FF de troca catidnica (pH 4.0 e 4,5).

As solugdes foram preparadas com agua MilliQ, filtrada em filtro Millipore 0,45 um
¢ em seguida degaseificada durante 30 min em banho de ultrasom (Eurosonic modelo SX-
20) .

Preparo da coluna para inje¢do da amostra

O caldo bruto isento de células foi filtrado em filtro Millipore de 0,45 um. Antes de
injetar a amostra, a coluna foi lavada com tampao acetato de sédio 0,01 M para SP-
Sepharose FF e tampao fosfato se sédio 0,05 M para Q-sepharose FF, fluxo de 2,0 mL/min
num volume total de 40,0 mL, correspondendo a duas vezes o volume da coluna. A coluna
fol equilibrada com um volume de 100 mL, correspondendo a 5 vezes o volume da coluna.
O pH das solugdes foi ajustado para o valor desejado. A amostra foi injetada num fluxo de
0.5 mL/min. A elui¢do da enzima foi realizada com tampao fosfato de sédio 0,05 M ou
acetato de sodio 0,01 M, seguido de um gradiente salino linear ascendente 0-90% de NaCl
1 M em tampéo acetato de sddio 0,01 M para os testes com pH 4,0 € 4,5 e 0-70% de NaCl 1
M em tampdo fosfato de soédio 0,05 M a pH 5,5-7.5, com um fluxo de 1,0 mL/min. O
processo foi monitorado a 280 nm. Durante a elui¢ado da enzima, foram coletadas fragdes no
coletor de fragdes FRAC-100. Nas fragdes foram determinadas a atividade enzimatica e o
teor de proteina para o calculo da atividade especifica, fator purificacdo, rendimento e
caracterizacdo da enzima.

Preparo e injegdo das amostras

Nesta etapa utilizou-se o caldo bruto livre de células. O caldo bruto foi filtrado em

filtro Millipore 0,45 um, em seguida a amostra foi injetada no sistema FPLC.
Identifica¢do das amostras
Os cromatogramas foram analisados com o auxilio do software de aquisi¢do e

processamento de dados FPLC director.

3.8.4. Identificacio e quantificaciao de carboidratos por cromatografia de ions
(HPLC-PAD)
Detector eletroquimico: ED40

e Sistema de bombas: GP50
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e Detector de pulso amperométrico: eletrodo de ouro

* Software para aquisigao e processamento de dados além de geragdo de relatério-

PEAKNET

e Pré-coluna e coluna CarboPac PA100
A pré-coluna e a coluna foram conectadas em série seguindo as condigdes padrdo de uso.
Preparo da fase movel

O critério basico para andlise dos aglicares em HPLC-PAD ¢ a solubilidade da fase
movel. A fase movel utilizada foi: NaOH 100 mM, acetato de sodio 500 mM em NaOH
100 mM e 4agua ultra pura obtida de um sistema de purificagio compacto Milli-Q Plus
(18Q2). A fase movel foi desgaseificada durante 5 minutos com nitrogénio. O fluxo do
eluente foi de 1,0 mL/min.
Curva de calibracdo

Para a construgdo da curva de calibragdo foram utilizados padrdes de kestose,
nistose e fructosilnistose (Wako Dako Industries, Ltd.), glicose, frutose e sacarose da
Merck. Foram preparadas as solugdes contendo os seis padrdes, numa faixa de
concentra¢des de 1-100 mg/L. A integragdo dos picos para cada padrdo foi otimizada com
base no melhor coeficiente de regressdo obtido. Utilizando-se o software PEAKNET de
aquisi¢@o de dados obteve-se uma curva padrao para quantificagdo das amostras.
Preparo das amostras

Foram retiradas amostras de 1,0 mL em intervalos de tempos regulares durante 12
horas. As amostras foram diluidas convenientemente para ficar numa faixa de
concentra¢des de 10-100 mg/L. Para diluicdo das amostras utilizou-se um diluidor (Dilutor-
Dispenser 402, Gilson).
Injecdo das amostras no sistema HPLC-PAD

As amostras foram injetadas em uma coluna Carbopac PA100, utilizando um injetor
automatico (SpectoSERIES AS 100), nas seguintes condi¢des de operago.

o Temperatura ambiente: 22-24°C

e Detector de pulso amperométrico: eletrodo de ouro

e Volume de injegéo: 25 uL

e Fluxo do eluente: 1,0 mL/min
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e Fase movel: NaOH 100 mM, acetato de s6dio S00mM em NaOH 100 mM e agua
ultra-pura (MilliQ).
Identificagd@o e quantificacdo das amostras

As amostras (25 uL) foram injetadas no sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale, CA,
USA), consistindo de uma bomba gradiente GP50 com um detector eletroquimico ED-40,
operando na forma de pulso amperométrico, e um eletrodo de trabalho de ouro e eletrodo
de referéncia Ag-AgCl. O programa de detec¢do amperométrica utilizado para medida dos
carboidratos na amostra esta descrito na Tabela 07. Este sistema estd acoplado a um
computador usando um programa de aquisi¢do de dados Peak Net 5.1. Os produtos foram
analisados usando uma coluna de troca de aniénica CarboPac PA 100 (250x4 mm) e uma
pré-coluna CarboPac PA100 (50x4mm). O gradiente de elui¢do utilizado consistiu de dois
solventes: (A) uma solucdo de NaOH 100 mM e (B) uma solucdo de NaOH 100 mM
contendo 500 mM de acetato de sddio. O tempo total de corrida foi de 35 minutos. A
eluicdo iniciou com 100% de A por 10 minutos a um fluxo de 1,0 mL/min, seguido de um
gradiente linear de 0-38% do solvente B combinado com o solvente A por 12 minutos. Em
seguida a coluna foi lavada por 5 minutos com 100% do solvente B e equilibrada com
100% de A por 5 minutos.

A identificag¢do e quantifica¢do foram realizadas usando padrdes comerciais como
descrito anteriormente.

Tabela 07: Condicoes da célula de deteccio amperometrica (PAD)

Waveform Tempo de integracido
Tempo Potencial Inicio Término
(seg) (03] (seg) (seg)
0,00 +0,1 0,2 0,40
0,20 +0,1

0,40 +0,1

0.41 -2,0

0,42 -2,0

0,43 +0,6

0,44 -0,1

0,50 -0,1
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4. Resultados e Discussao

4.1. Producio da enzima

Na primeira etapa deste trabalho foi realizado um estudo, com dois meios de
cultivo. para produg¢do da inulinase diferenciando apenas na concentragdo dos componentes
composi¢ao(Tabela 08). O objetivo foi verificar diferengas no modo de atuacio da enzima
durante a sintese dos frutooligossacarideos (FOS) realizada conforme o item 3.6. Os

resultados das sinteses de frutooligossacarideos estdo apresentados nas Figuras 07 e 08.

Tabela 08. Composi¢cdo do meio de cultivo para produg¢ido da inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.

Meio 01
Composi¢ao Concentracio (g/L)
Sacarose 30
Extrato de Levedura 10
Peptona 20
K,HPO, 5
pH 3,5
T 30°C
Meio 02
Composicio Concentracio (g/L)
Sacarose 14
Extrato de Levedura 10
Peptona 20
K,;HPO, 1
pH 3,5
T 30°C
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Figura 07. Sintese de frutooligossacarideos com inulinase de Kluveromyces marxianus var.
bulgaricus obtida por fermenta¢io em meio de 30 g/L de sacarose.
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Figura 08. Sintese de frutooligossacarideos com inulinase de Kluveromyces marxianus var.
bulgaricus obtida por fermentacio em meio de 14 g/L de sacarose.

Em relagdo a sintese de frutooligossacarideos (Figuras 07 e 08), pode-se verificar
que ndo houve diferengas significativas na producdo. De acordo com os resultados
apresentados, a maxima conversao de frutooligossacarideos obtida tanto para o meio 01

quanto para o meio 02 foi de aproximadamente 6.0% com 4 horas de sintese. Porém, o
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mesmo néo foi observado em relagao a atividade enzimatica, que apresentou uma diferenca
de aproximadamente 50% entre os meios estudados (Tabela 09 e Figura 09), o que nos
levou a realizar um estudo mais detalhado da produgdo desta enzima com o meio 01,
utilizando a técnica de planejamento experimental e anélise de superficie e resposta,

variando-se o pH inicial e a temperatura das fermentagdes.

Tabela 09. Resultados da atividade da inulinase de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus no caldo fermentado em diferentes meios de fermentacio.

tempo (h) Atividade Enzimatica (UI/mL)
Meio 01 Meio 02

0 0,0 0,0
10 26,07 27.34
24 130,07 63,00
29 135,15 60,15
34 139,72 61,73
48 155,98 73,47
58 159,54 76,47
74 176,56 89,93

200 —e— meio de cultive 02

-m- meio de cultivo 01

- 160
£
=
2 120 /
5
% 80
z

40

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempe (h)

Figura 09. Evolugio da atividade enzimatica obtida por Kluyveromyces marxiaus var.
bulgaricus para o meio de fermentagdo 1 e 2.
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A inulinase foi produzida em frascos agitados durante 72 horas de fermentacdo a
diferentes valores de pH e temperatura (Tabela 10). O meio de fermentagdo foi composto
de sacarose 30 g/L, extrato de levedura 20 g/L, peptona 20 g/L e K;HPO4 5 g/L, que
corresponde a0 meio que apresentou uma maior atividade enzimatica. As amostras foram
retirados em intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados da atividade enzimética
observada, atividade enzimatica predita pelo modelo e o erro padrédo estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 10. Valores reais e codificados usados no planejamento fatorial.

Variaveis -0 -1 0 +1 +0t
pH 2,8 3,0 3,4 3.8 4,0
Temperatura ("C) 26 27 30 33 34
a=1,41

Tabela 11. Planejamento experimental da atividade enzimatica
apos 72 horas de fermentacio.

pH T(C) pH T(C) UUmL® Ul/mL™” Erro Padrio
(observada) (Predita) (%)
1 K| -1 3,0 27 268.5 245,16 8,72
2 +1 o 3.8 ol 256.9 215,02 16,32
3 -1 +1 3,0 33 110,5 107.10 3,08
4 +1 +1 3.8 33 173,8 151,98 12,60
5 -a 0 2,8 30 89,2 101,33 -13,53
6 +o 0 4,0 30 107,4 151,59 -41,96
7 0 o 34 26 268.3 305,21 -13,73
8 0 +a 34 34 163,9 171,15 -4.40
9% 0 0 3.4 30 247,7 238,18 3,85
10* 0 0 3.4 30 241,6 238,18 1,43
11 0 0 3.4 30 227,0 238.18 -4.89

a=2""=+1,41; n=numero de varidveis, * = ponto central, ") = atividade enzimatica em sacarose

Analisando os resultados da Tabela 11, podemos verificar que os melhores
resultados foram obtidos com os experimentos 01 (pH 3,0 e T=27°C) e 07 (pH 3.4 ¢
T=26"C). Os altos valores de atividade enzimética foram alcangados quando a temperatura

decresceu do nivel 1 (110,5 Ul/mL) para—1 (268,5 UI/mL).
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Tabela 12. Analise de variancia (ANOVA) para atividade inulinase.

Fator Soma dos Quadrados Graus de Média Quadratica Fe Fiap
(SQ) Liberdade MQ)

Regressao 41480.4 4 10370,1 9,5 4,53

Residual 6521.5 6 1086,9

Falta 6296.4 4

de ajuste

Erro Puro 225,1 2

Total 48001,93 10

Coeficiente de regressio: R*= 0,86 ; Fo9s:2:11=4,53

Tabela 12 mostra a analise de variancia (ANOVA) para a atividade enzimatica. O
valor do teste F calculado neste modelo reduzido ¢ maior do que o F tabelado, que significa
que o modelo pode ser usado para verificar as tendéncias da produgdo da inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus. A partir do modelo (Equagéo 10), construiu-se
a superficie de resposta para produgdo de inulinase como uma fung@o da temperatura e pH
(Figura 10). Pode-se verificar que tanto a temperatura quanto o pH influenciam na atividade
enzimatica. Pela andlise da superficie de resposta, pode-se verificar que o pH favorece a
atividade enzimatica, sendo que a enzima apresentou um 6timo no pH 3.4. Em relagdo a
temperatura verifica-se que com o aumento da temperatura a atividade enzimatica diminui

significativamente.

(U/mL) = -1913,22+2020,95 pH-364.8 pH2-69,92 T+15,63 T.pH (10)

=
E}
2
_E .
- 22972 W sTe02 g
. 5T.e02 E 85632
R 85832 B 113.462
& 13462 03 man
1 166,121
] 141291
7 188,121 £ 1oe s
B 1561 . =T
. . 252607
. = Te W 260 440
= -
Bl apove

Temperatura [ °C)

Figura 10. Superficie de resposta para a atividade enzimatica em
funcdo da temperatura e pH.
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Como o pH 3.4 nos resultados do planejamento foi o valor que apresentou uma
maxima atividade (Figura 10), decidiu-se realizar mais dois testes variando-se apenas a
temperatura (20 e 23°C). A partir dos resultados apresentados na Figura 11, verifica-se que
a melhor temperatura foi de 23°C com uma atividade de 301.75UI/mL. Para a temperatura
de 20°C a atividade foi de 204 Ul/mL apds 48 horas de fermentagdo, com 72 horas

verificou-se o decréscimo da atividade para 193,68 Ul/mL.

300

250

200

Atividade enzimatica (UlimL)

150

100

18 20 22 24 26 28 30 32 34

Temperatura £C)

Figura 11. Produgio da inulinase por fermentacao
a pH 3,4 e a diferentes temperaturas.

4.2. Purificacio da enzima por FPLC
4.2.1. Testes preliminares para purifica¢io da enzima a diferentes valores de pH

O estudo do melhor pH para adsorg¢éo/dessor¢do da enzima por cromatografia de
troca idnica foi realizado utilizando dois tipos de resinas: catidnica (SP-Sepharose FF) e
anidnica (Q-Sepharose FF) e com valores de pH abaixo e acima do ponto isoelétrico da
inulinase, que esta em torno de 4.5 (Costa, 1986). No valor abaixo do ponto isoelétrico
utilizou-se a resina de troca catiénica. A coluna foi equilibrada com tampédo acetato de
sodio 0,02 M e a eluigdo da amostra foi realizada com tamp@o acetato de sédio 0,02 M e
um gradiente salino de NaCl 1M em tampdo acetato de sodio 0,02 M.

Nas Figuras 12 e 13 estdo apresentados o perfis cromatograficos da eluigdo da
enzima a pH 4.0 e 4,5, respectivamente. De acordo com as figuras pode-se verificar que a
enzima ndo foi eluida, pois nas fragdes coletadas ndo foi detectada atividade em sacarose e
nem em inulina. Em relagdo aos resultados obtidos neste trabalho para a resina SP-
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Sepharose FF, pode-se verificar que nio ocorre uma adsor¢do satisfatéria quando
comparado aos resultados encontrados por Kalil (2001), que trabalhando com coluna de
troca catibnica STREALINE™ sp para purificagdo da inulinase de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus verificou que o pH 4.1 foi mais favoravel, obtendo uma

recuperacdo de 74% e um fator de purificacio de 10,4 vezes.
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Figura 12. Perfil cromatografico da purificagiio da inulinase em coluna de troca catiénica
SP-Sepharose FF, apresentando absorbéincia (280nm), atividade em sacarose e gradiente
salino com NaCl IM em tampao acetato de sédio 0,02M a pH 4,0.
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Figura 13. Perfil cromatografico da purifica¢iao da inulinase em coluna de troca catidnica
SP-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e gradiente
salino com NaCl 1M em tampdo acetato de sédio 0,02M a pH4,5.

Assim, tendo como base os resultados obtidos com a coluna SP-Sepharose FF, foi
realizado um novo teste com o pH 6,5, utilizando a resina de troca anidnica Q-Sepharose
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FF. com o objetivo de analisar o comportamento da enzima neste tipo de resina antes de
iniciar o estudo das melhores condigdes para purificacéo da inulinase. A elui¢do da amostra
foi realizada em tampdo fosfato de sédio 0,05 M a pH 6.5 e um gradiente salino ascendente
com NaCl 1M em tampio fosfato de sédio 0,05M a pH 6.5. A escolha desta condi¢do foi
baseada em trabalhos anteriores realizados com esta enzima (Santos, 1998). A enzima foi
eluida numa concentracio de 0,2 M de NaCl com um rendimento de 47,93%. Na Figura 14

esta demonstrado o perfil cromatografico da purificagdo em pH 6,5.
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Figura 14. Perfil cromatografico da purifica¢io da inulinase em coluna de troca aniénica

Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e gradiente
salino com NaCl 1M em tampao fosfato de sédio 0,05M a pH 6,5.

Assim, de acordo com os resultados obtidos que foram bastante satisfatorios, os
estudos de otimizacdo das condi¢des de purificagdo em diferentes valores de pH (5,5 a 7.5)
foram realizados com a resina Q-Sepharose FF, a eluigdo da amostra em tampao fosfato de

sodio 0,05M e um gradiente salino ascendente de NaCl 1 M em tampéo fosfato.

4.2.2.Purifica¢do da enzima em diferentes valores de pH (5,5-7,5)

Os perfis cromatograficos da purificagdo da enzima em pH 5,5 a 7.5 estao
apresentados nas Figuras 15 a 19, onde estdo reunidos os resultados de atividade total
(UImL), teor de proteina (mg), atividade especifica (Ul/mg), fator de purificacdo,
rendimento e fator S/I dos diferentes testes de pH.
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pH 5,5

Na purificagdo da enzima realizada a pH 5.5 (Figura 15), observou-se que a eluig¢do
da enzima ocorreu numa concentragdo de 0,5 M de NaCl. Nesta condi¢do a enzima foi
purificada 19,87 vezes em relagdo a enzima do caldo bruto e obteve-se um rendimento de
recuperacdo de 70,11% (Tabela 13). Comparando os valores da relagdo S/I do caldo bruto
(6,58) com a fragdo coletada (13,13), foi observado um aumento em torno de 50%,
caracterizando uma maior atividade em invertase, podendo-se supor que, nesta condigdo a
concentragdo de invertase purificada seja superior a da inulinase. Gupta et al. (1994)
obtiveram um fator de purificagdo 26 vezes e uma relagio de S/I de 3.4 para inulinase de

Kluyveromyces fragilis utilizando uma coluna de DEAE-celulose ¢ CM-celulose com um

pH de 5.4.
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Figura 15. Perfil cromatografico da purificacdo da inulinase em coluna de troca anidnica
Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e em inulina
e gradiente salino com NaCl 1M em tampdo fosfato de sédio 0,05M a pH 5,5.

pH 6,0

Para o pH 6,0, a elui¢do da enzima foi realizada numa concentragdo de 0,1 M de
NaCl (Figura 16). O fator de purificag@o obtido foi de 23,86, rendimento de recuperagado
86.06% e uma relagdo de S/I para a enzima purificada de 7,27 (Tabela 13). Para a enzima
purificada de Penicillum sp utilizando uma coluna de troca i6nica Q-Sepharose HP,

Nakamura er al. (1997), obtiveram um fator de purificagdo de 45 vezes em relagdo ao caldo
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bruto e um rendimento de recuperagdo de 85%, com a eluicdo da enzima numa
concentragdo de 0.4 M de NaCl no pH 6,0. Santos er al., 2002, utilizando a coluna Q-
Sepharose FF, tampao fosfato de sodio 0,05 M e pH 6.0 obtiveram um fator de purificacao
de 96 vezes e uma recuperagdo de 41% com a enzima inulinase de Kluyveromyces

marxianus var. bulgaricus.
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Figura 16. Perfil cromatografico da purifica¢do da inulinase em coluna de troca anionica
Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e em inulina
e gradiente salino com NaCl 1M em tampao fosfato de sédio 0,05M a pH6,0.

pH 6,5

De acordo com a Figura 17, a eluigdo da enzima ocorreu numa concentra¢éo salina
de 0,21 M de NaCl. O fator de purificacdo foi de 17,41 e rendimento de recuperagdo de
74,30%. A relagdo S/I para a enzima purificada foi de 7,42. Comparando estes resultados
com os valores obtidos para o fator de purificacdo e rendimento para pH 5,5 e 6,0 (Tabela

13), verificou-se que a enzima no pH 6.5 apresentou melhores resultados que o ensaio a pH

5.5, mas n@o superiores ao pH 6,0.
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Figura 17. Perfil cromatografico da purifica¢io da inulinase em coluna de troca anidnica
Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e em
inulina e gradiente salino com NaCl 1M em tampao fosfato de sédio 0,05M a pH 6,5.

pH7,0e75

A Figura 18 mostra o perfil cromatografico da eluigdo da enzima no pH 7,0. A
enzima foi eluida numa concentragdo 0,05 M de NaCl, onde foi determinada a atividade
enzimatica. Nas fragdes coletadas a enzima apresentou uma atividade em sacarose de 103,6
Ul/mL, um fator de purificagdo de 35,22 em relagdo ao caldo bruto e um rendimento de
recuperagdo de 46,43%. A enzima purificada neste pH pode ser caracterizada como
invertase, ja que n@o foi verificada atividade em inulina.

No estudo realizado com o pH 7,5, de acordo com o perfil cromatografico mostrado
na Figura 19 e pelas atividades enzimaticas de inulinase nas fra¢des coletadas, verifica-se

que nestas condi¢des ndo ocorrem adsor¢do da enzima ou a enzima foi desnaturada.
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Figura 18. Perfil cromatografico da purifica¢iao da inulinase em coluna de troca anionica
Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e gradiente
salino com NaCl 1M em tampao fosfato de sodio 0,05M a pH7,0.
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Figura 19. Perfil cromatografico da purificacdo da inulinase em coluna de troca anionica
Q-Sepharose FF, apresentando absorbancia (280nm), atividade em sacarose e gradiente
salino com NaCl 1M em tampéo fosfato de s6dio 0,05M a pH7,5.

A Tabela 13 mostra os valores da atividade total, atividade especifica, fator de

purificagdo, rendimento para a inulinase e invertase da enzima bruta e purificada nos

diferentes valores de pH testados.
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Tabela 13. Resultados da purificacio da inulinase em diferentes valores de pH
apresentando atividade total (U), proteina total (mg), atividade especifica (U/mg),
fator de purifica¢io, rendimento e S/I (caracterizacio da enzima)

pH  Amostra Ativ. Total Proteina  Ativ. Especifica  Fatorde =~ Rendimento  S/I

Ul mg U/mg Purificacio %
I S 1 S
55 c.b 37,40 24790 156,40 0.24 1,58 1 100 6,58
Purif. 13,20 173,60 5:53 2,39 31,39 19,87 70,11 13,13
6,0 c.b 27,80 213,60 156,40 0,18 1,37 1 100 7,61
Purif. 2590 118,10 7,39 3,50 25,45 23,86 86,06 1,27
6,5 c.b 43,40 312,50 156,40 0,27 1,99 1 100 7,37
Purif. 16,40 231,20 6,70 467 34,66 17,41 74,30 7,42
7,0 c.b 31,40 22380 156.40 0.20 1,43 1 100 A5
Purif. * 103,60 2,06 " 50,44 35,22 46,43 %

“¢.b.- caldo bruto, purif. — amostra purificada, I= inulina, S= sacarose

A Tabela 13 mostra os resultados da purifica¢do da inulinase de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus em diferentes valores de pH. De acordo com os resultados
obtidos, pode-se observar a influéncia do pH no fator de purificagdo e rendimento de
recuperagdo da inulinase. Os melhores resultados, quanto ao fator de purificagdo (23,86) e
rendimento de recuperagio (88,06 %) foram obtidos a pH 6.0. Em relagdo ao pH 5.5 e 6,5
pode-se dizer que a enzima apresentou resultados similares, ja que as diferengas ndo foram
significativas em relagdo ao fator de purificacdo e rendimento de recuperagdo. No pH 7,0
apenas foi detectada a atividade em sacarose, obtendo um alto fator de purificagdo de
35,22, e um rendimento de recupera¢do (46,43%). Manzonni & Cavazzoni (1988)
estudaram a inulinase extracelular de quatro leveduras: Candida Kefyr, Candida
pseudotropicalis, Kluyveromyces cicerisporus, Kluyveromyces fragilis, encontraram
valores para a relacdo S/I foram de 7.1 para Candida Kefyr, 8,1 para Candida
pseudotropicalis, 7,2 para Kluyveromyces ciceriporus ¢ 10,2 para Kluyveromyces fragilis.

Em relagdo aos valores obtidos para a relagdo S/I, o aumento da relagdo de S/I, entre
a enzima do caldo bruto e a enzima purificada, verificado principalmente para o pH 3,5,
poderia estar relacionada com presenga da invertase, que interfere na atividade enzimatica
da inulinase. Este efeito foi verificado por Gupta ef a/.(1994) que estudaram a purifica¢ao

de B-frutosidase de Fusarium oxysporum.
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4.3. Estudo comparativo da inulinase de Kluyeromyces marxianus var. bulgaricus com
as enzimas invertase e inulinase comerciais

Neste item foi realizado um estudo qualitativo com o objetivo de comparar os perfis
das enzimas comerciais com a enzima produzida pelo microrganismo Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus, utilizando um sistema de cromatografia liquida HPLC-IR. Os
perfis cromatograficos da invertase comercial, inulinase comercial e inulinase do caldo
bruto e parcialmente purificada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus estdo
apresentados nas Figuras 20 a 22.

As amostras com atividade enzimatica obtidas por cromatografia de troca 16nica em
FPLC no pH 6,0 foram injetadas no sistema HPLC-RI, utilizando-se colunas de permeagdo
em gel, conforme a metodologia descrita por Santos (1996) e Pereira (1998). Na Figura 20
encontram-se os perfis cromatograficos das enzimas invertase e inulinase comerciais € nas
Figuras 21 e 22 os perfis cromatograficos do caldo bruto e da enzima parcialmente
purificada no pH 6,0 de Kluyveromyces marxianus var. buigaricus, respectivamente. A
analise comparativa dos tempos de retengdo e do perfil cromatografico da invertase e
inulinase comercial (Frutozyme, Novo Nordisk) com a inulinase do caldo bruto e
parcialmente purificada por cromatografia de troca idnica, mostra um perfil similar ao da
inulinase comercial, podendo indicar que o peso molecular da inulinase tanto do caldo
bruto quanto da parcialmente purificada esta proximo do peso molecular da inulinase
comercial. Para obter resultados mais satisfatérios, foi realizada eletroforese em gel, da
inulinase do caldo bruto e parcialmente purificada de Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus para determina¢do do peso molecular, e os resultados obtidos foram comparados

com os dados da literatura.
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Figura 20. Perfil cromatogrifico da invertase e inulinase comercial em
coluna de permeacio em gel.
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Figura 21. Perfil cromatografico da invertase e inulinase comercial e da inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus, em coluna de permeacio em gel .
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Figura 22. Perfil cromatogrifico da inulinase purificada de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus, a pH 6,0 em coluna de permeagio em gel.
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4.4. Caracterizag¢io da inulinase nas formas livre e imobilizada
4.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese é uma técnica bastante efetiva no isolamento, purificagdo e
caracterizagdo de enzimas. Normalmente ¢ utilizada como uma etapa final no processo de
purificagdo apds separagdes cromatograficas prévias. A eletroforese ¢ utilizada para
caracterizagao da enzima em relagdo ao peso molecular (SDS-PAGE), determinagdo do
ponto 1soelétrico (IEF) e avaliagdo da pureza da enzima.

A metodologia de eletroforese SDS-PAGE foi aplicada para a determinacio do peso
molecular da inulinase do caldo bruto (Figura 24) e da inulinase purificada e dialisada
(Figura 25), apds o estudo preliminar de caracterizacdo da inulinase de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus, por cromatografia de permeagdo em gel. Na Figura 23 estd
representado o espectro da curva de calibragdo utilizando padrdes de baixo peso molecular
(Kit Pharmacia). Analisando as Figuras 24 e 25, foi verificada uma tnica banda quando
corada com Comassie Brilliant Blue G-250. De acordo com a curva de calibragdo o peso
molecular para inulinase do caldo bruto foi de 88 KDa e para a enzima purificada 83 KDa.

Comparando os resultados obtidos com os dados da literatura, verifica-se que o peso
molecular de 88 KDa diferencia do peso molecular de 30,1 KDa obtido por Kushi e? al.
(1996), para inulinase de Kluyveromyces bulgaricus. Entretanto, quando os resultados
obtidos neste trabalho foram comparados com os resultados obtidos por Xiao ef al., (1989)
da inulinase de Chrysosporum pannorum, ndo se observou diferencas significativas nas
duas fragdes com atividade em inulina onde o peso molecular estimado foi de 84 KDa e 70
KDa para F2 e F3, respectivamente. O peso molecular estimado por Azhari et al. (1989)
para a endo-inulinase e exo-inulinase de Aspergillus niger, utilizando a cromatografia de
permeacgdo em gel foi 53 KDa para endo-inulinase e 81 KDa para exo-inulinase. Assim,
podemos supor que a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus poderia ser
caracterizada como uma exo-inulinase, ja que o peso molecular é bem préximo do peso

molecular das exo-inulinases encontradas na literatura.
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Figura 23. Espectro do gel de eletroforese SDS dos padrdes de baixo peso molecular
(LMW kit Calibration Pharmacia).
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Figura 24. Espectro do gel de eletroforese SDS em gel poliacrilamida da inulinase
bruta de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.
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Figura 25. Espectro do gel de eletroforese SDS em gel de poliacrilamida da inulinase
purificada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.

4.4.2. Estabilidade com o tempo

O estudo da estabilidade da inulinase do caldo bruto e purificada foi realizado
mantendo-se a enzima a —15°C durante 4 meses para a enzima purificada (Tabela 14) e 08
meses para a enzima do caldo bruto. De acordo com os resultados, obtidos verifica-se que a
inulinase purificada se mostrou bastante estavel durante o tempo de estocagem, estando de
acordo com os dados obtidos por Schneider (1996), que trabalhou com a inulinase
Kluyveromyces marxianus e verificou boa estabilidade apés um periodo de 04 meses. Para
a inulinase do caldo bruto foi verificada uma perda de 38% da atividade durante 08 meses
de estocagem, mantida congelada. Quando a enzima foi mantida sob refrigeragdo (10°C),
durante 12 meses a perda da atividade enzimatica ficou em torno de 20%. Manzoni &
Cavazoni (1988), estudaram a estabilidade das inulinases de quatro leveduras (Candida
Kefyr, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces cicerisporus, Kluyveromyces fragilis),
verificando que as enzimas mantiveram a atividade durante 05 meses a —20°C, e a 10°C a

estabilidade da enzima foi mantida durante um més.
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Tabela 14. Estabilidade em funcéo do tempo de estocagem a —15°C
da inulinase purificada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.

Tempo (meses) Atividade Enzimatica (%)

0 100
01 100
02 99,91
04 99,91

4.4.3. Microscopia eletronica da esfera de alginato de calcio

Com o objetivo de conhecer um pouco melhor a estrutura do alginato de calcio foi
realizada uma microscopia eletronica da superficie da esfera do alginato de calcio sem
adigdo de enzima (Figura 26). Nas Figuras 27a e b estdo apresentadas a microscopia
eletronica da estrutura interna do gel com e sem adi¢do de enzima (observadas apés fratura
da capsula). Na auséncia da enzima no gel podemos verificar que houve uma maior
compacta¢do da matriz polimérica de alginato, enquanto que ap6s a adi¢do da enzima foi
observado um efeito de aglomeragdo, caracterizado pela presenga de zonas de
descontinuidade (Figuras 27 a e b). Desta forma pode-se conhecer um pouco melhor a

estrutura do alginato na forma de esfera e fragmentado com e sem enzimas.

BN 10kVU 288um

Figura 26. Microscopia eletronica da esfera de alginato de calcio sem enzima.
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Figura 27. Microscopia eletronica de varredura da esfera fraturada de alginato de calcio
(a) sem enzima e (b) com enzima encapsulada.
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4.4.4. Estudo da otimizacdo da inulinase imobilizada em alginato de calcio

Na imobiliza¢do da enzima com alginato de célcio um dos fatores importantes, além
da concentragdo do gel, é a concentragio da solu¢do de cloreto de célcio que da uma
melhor estabilidade na formagéo das esferas de alginato. Em todos os testes manteve-se a
concentragdo do gel de alginato a 3,5%, que em estudos anteriores apresentou melhores
resultados. Para o estudo da influéncia da concentracdo de CaCl, na imobiliza¢do de
inulinase, o gel de alginato contendo a enzima foi gotejado em solugdes de CaCl; em
diferentes concentragdes (0.05, 0,10, 0,15 e 0,2 M). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 15 e Figura 28.

Tabela 15. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio
em diferentes concentracdes de cloreto de cilcio.

Atividade enzimatica (UI/mL)
Tempo(h) [0,05M CaCl, 0,1M CaCl, [0,15M CaCl, |0,2M CaCl,

0 1,237 1,374 1,486 1,18
16,0 0,757 0,884 1,115 0,902
23,0 0,526 0,670 0,954 0,826
40.0 0,457 0,586 0,682 0,694
47,5 0.485 0,537 0,682 0,699
64,2 0,509 0,537 0,653 0,705
71,0 0,457 0,531 0,589 0,647
88.0 0,514 0,537 0,537 0,670
935 0,428 0,324 0,405 0,595
118,0 0,341 0,168 0,248 0,555
165,2 0,358 0,012 0.133 0,613

12

-e— CaCl, 0,05M
A\ - CaCI2 0,1M
1.0 A ~— CaCl, 0.15M
-4~ CaCl, D2M

0.8

06

04

Atividade Enzimatica (UWmL)

02

0.0

0 20 40 60 a0 100 120 140 160 180
Tempa (h)

Figura 28. Perfil da atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio
em diferentes concentracdes de cloreto de calcio.
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Quando o gel de alginato contendo a enzima foi gotejado na solugéo de cloreto de
calcio 0,15 M, a atividade enzimatica da enzima imobilizada foi maior, caracterizando uma
melhor retengdo da enzima, porém com uma menor estabilidade (Tabela 15). Na
concentra¢do de 0,2 M de CaCl; a enzima apresentou uma boa estabilidade, mantendo 55%
da sua atividade inicial durante um periodo de 165 horas (7 dias) estocada sob refrigeragio
(10°C) . Os resultados obtidos neste trabalho para a inulinase de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus imobilizada em alginato de célcio foram similares aos de Ortega ef al,
(1998) que imobilizaram a enzima f-glicosidase em alginato de calcio (3%) com
poliacrilamida, verificando que nas esferas preparadas com CaCl, a 0,2 M a retengdo da
atividade inicial foi de 66%. Jain ef a/ (1984) estudaram de imobilizagdo de células de
Pichia etchelsii em alginato de calcio, e verificaram que a concentracio de CaCl, 0,2M
favorecia um aumento na estabilidade, sem provocar variagdes significativas na atividade
enzimatica.

Gaspari ef al. (1999) estudaram o efeito de diferentes suportes (quitina com e sem
glutaraldeido, silica de porosidade controlada e alginato de sédio) na atividade enzimatica
da inulinase de Kluyveromyces marxianus. De acordo com os resultados obtidos por estes
autores, a enzima apresentou uma melhor atividade imobilizada em silica de porosidade
controlada, do que quando imobilizada em gel de alginato de sédio.

Futagawa (2002) estudou a imobiliza¢do da inulinase de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus utilizando diferentes suportes: gel de gelatina com adi¢do de carvdo
ativado, gel de alginato, gel de alginato com carvao ativado, gel de alginato com
glutaraldeido, gel de alginato com celite e gel de alginato em solugdo de sacarose mais
glutaraldeido. A partir dos resultados foi verificada que o suporte de gel de alginato com a
adi¢do com 2 a 3% de carvdo ativado, glutaraldeido ou celite apresentou uma maior

estabilidade.

4.4.5. Influéncia do pH na atividade enzimatica (pH 6timo)
a) Enzima livre

O estudo da influéncia do pH 6timo para a enzima na forma purificada livre foi
realizado em tampdo acetato de sddio 0,1 M em diferentes valores de pH (3,6-5,6). Os

resultados estdo apresentados na Tabela 16 e Figura 29.
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Tabela 16. Atividade enzimatica da inulinase purificada livre em
funcao do pH, diluida em tampio acetato de sodio 0,1M.

pH UUmL
3,6 28,88
4,0 28,42
4,4 29,98
4.8 30,24
52 25,17
5,6 20,23

32

30

28

26 }

24

22

Atividade Enzimatica (Ul/mL)

3.4 38 4.2 46 50 54 5.8
pH (acetato de sodio)

Figura 29. Atividade enzimatica da inulinase livre em fun¢io do pH,
em tampao acetato de sédio 0,1M.

Pela analise dos resultados podemos verificar que a maxima atividade para a enzima
livre foi obtida no pH 4,8 (Tabela 16 ¢ Figura 29). Pessoa e Vitolo (1999) caracterizaram a
inulinase de Kluyveromyces marxianus e encontraram um pH 6timo de 5,0. Um resultado
similar foi obtido por Xiao et al., (1989), para as fragdes (F2 e F3) de inulinase purificada
de Chrysosporium pannorum. Para a fragdo F2 encontraram um pH 6timo de 5,0 e 6,0 para
fracdo F3, incubando-as em tampdo Mcllvaine a 50°C. por 30 minutos. Manzonni &

Cavazzoni (1988) estudaram a caracteriza¢@o de inulinase de quatro leveduras (Candida
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Kefyr, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces cicerisporus, Kluyveromyces fragilis) e
encontraram um pH 6timo em 4,7 para todas as leveduras estudadas. Barthomeuf et al.,
(1991) estudaram a inulinase de Penicillium rugulosum, encontrando um pH 6timo entre
3,3-5,6, determinado em tampéo acetato de s6dio 0,1 M. Para a inulinase de Kluyveromyces
marxianus CDBB-L-278 foi encontrado um pH 6timo de 5,0 (Cruz-Guerrero ef al., 1995).
E para inulinase de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 a maxima atividade foi obtida no
pH 4,0 (Rouwenhorst ez al. 1988).

E interessante ressaltar que para fins industriais € importante que a enzima apresente
um baixo valor para o pH 6timo, evitando desta forma contaminagdo bacteriana, sendo
também vantajoso que a enzima tenha a capacidade de atuagdo em uma ampla faixa de pH,
tornando o processo mais flexivel (Schneider, 1996). Esta caracteristica pode ser verificada
para a maioria das inulinases de microrganismos, inclusive para Kluyveromyces marxianus

var. bulgaricus, utilizada neste trabalho

b) Enzima imobilizada

Em relagdo a enzima imobilizada em alginato de célcio, o estudo foi realizado com
tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 3,6-5,6). As esferas de alginato de calcio (1 cm’)
contendo a enzima encapsulada foram incubadas em diferentes valores de pH e em seguida
determinada a atividade enzimatica. Na Tabela 17 e Figura 30 estdo apresentados os
resultados.

Tabela 17. Atividade enzimatica da inulinase purificada e imobilizada em alginato de calcio
em fungio do pH. Atividade inicial: 0,8554 UI/mL.

pH Ul/'mL
3,6 0,6531
4,0 0,8207
4.4 0,8381
4.8 0,7803
3.2 0,6067
3.6 0,4710
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Figura 30. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de
calcio em funcao do pH, em tampao acetato de sédio 0,1 M.

Analisando os resultados obtidos podemos verificar que a enzima imobilizada em
alginato de calcio apresentou uma maxima atividade no pH 4,4 (Tabela 17 e Figura 30), o
que difere do valor obtido para a inulinase livre, onde a maxima atividade foi préximo do
pH 4,8. Resultados similares foram obtidos por Adami er al., (1998) para os valores do pH
Otimo para enzima de Trichosporn pullulans livre e imobilizada em alginato de célcio. De
acordo com os autores esta diferen¢a do pH 6timo da enzima imobilizada em relagdo
enzima livre, poderia estar relacionada com a presenga de cargas positivas dominantes
proximas a superficie da matriz do alginato de calcio.

Estas mudangas que podem ocorrer no perfil do pH para enzimas imobilizadas, so
associadas a existéncia de efeitos de atragdo de ions pela matriz do suporte. Isto €, se um
determinado suporte apresentar cargas negativas, o pH 6timo da enzima imobilizada
desloca-se para o lado alcalino. A atragdo de cargas positivas (protons) pela matriz
carregada negativamente forma um “filme™ de cations que gera um micro ambiente com
um pH mais acido do que o pH macro ambiente, onde estd sendo feita a medi¢Zo.
Similarmente, matrizes carregadas positivamente deslocam o pH 6timo para o lado acido

(Baruque,1991, Adami et al,1998).
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4.4.6. Influéncia do pH na estabilidade da enzima
a) Enzima livre

A estabilidade da inulinase livre foi verificada incubando-a em diferentes valores de
pH (3,6-5,8), em tampéo acetato de sodio 0,1 M a 50°C. Os resultados estdo representados
na Figura 31. A analise dos resultados leva-nos a concluir que a inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus, na forma livre apresenta uma maior estabilidade
no pH 4.8. Este valor de pH obtido diferencia um pouco dos encontrados na literatura. A
inulinase de Penicillium sp. TN-88 apresentou uma faixa de maior estabilidade entre 5,0-
7,0 (Nagamura et al1997) e 5,0-6,0, em tampdo citrato-fosfato para inulinase de

Aspergillus niger (Ongen-Baysal et al. 1994). Barthomeuf er al., (1991) encontrou para
inulinase de Penicillium rugulosum uma maior estabilidade no intervalo de pH 4,0 ate 6,5
com 24 horas de incubagdo. Para inulinase das fragdes (F2 e F3) purificada por Xiao ef al.
(1989) de Chrysosporium pannorum, a maior estabilidade foi no pH de 5,0 e 7,5 para
fracio F2 e 5,0 e 8,5 para F3, em 24 horas de incubagéo a 30°C.

——-pH=36
& pH=40 ]
—~+— pH=44
—a— pH=48

Atividade Enzimatica (Ul/mL)

- pH=52
£ pH=58 |

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

Figura 31. Atividade enzimatica em funcio do tempo e do pH da inulinase livre de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus.
b) Enzima imobilizada

Para a inulinase imobilizada em alginato de célcio, podemos verificar a partir dos

resultados que no pH 4,4 a enzima mantém uma melhor estabilidade. Entretanto podemos
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verificar que a queda de atividade da enzima imobilizada, na faixa de pH estudada, ¢ mais
acentuada em compara¢do com a enzima livre, comprovando que a imobilizacdo em

alginato de calcio diminui a estabilidade da enzima (Figura 32).

pH3E
pH40
pH44
pH48
pH52
pH56

t4t44¢

v (UlimL)

tempo (h)

Figura 32: Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em
alginato de célcio em fungio do tempo e pH.

4.4.7. Influéncia da temperatura na atividade enzimatica
a) Enzima livre

A inulinase purificada de Kiuyveromyces marxianus var. bulgaricus na forma livre
foi incubada em tampdo acetato de sédio 0,1 M a pH 4,8 em diferentes temperaturas (20-
70°C) e em seguida foram determinadas as atividades enzimaticas. A partir dos resultados
foi determinada a energia de ativagdo. Na Tabela 18 e Figura 33 estdo apresentados os
resultados das velocidades iniciais de reagdo com inulinase livre purificada em fun¢io da
temperatura.

Na Tabela 18 e Figura 33 podemos verificar que a enzima apresentou uma atividade
maxima na temperatura de 63°C (21,58 UI/mL). Entretanto, para temperaturas acima de
63°C a enzima perde atividade abruptamente devido a desnaturacio. Schneider (1996).
trabalhando com a inulinase de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 obteve um
méaximo de atividade a 55°C. Manzoni & Cavazzoni (1988) que estudaram o efeito da

atividade inulinolitica de enzimas das leveduras Candida Kefyr, Candida pseudotropicalis,
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Kluyveromyces cicerisporus e Kluyveromyces fragilis observaram que a atividade maxima
foi obtida a 60°C.

Varios estudos foram realizados sobre a influéncia da temperatura na atividade da
inulinase. Nagamura ef al,. (1997) obtiveram um 6timo a 50°C para endo-inulinase de
Penicillium sp TN-88. Os autores também verificaram que a enzima perdia rapidamente
atividade a 60°C. Outro trabalho sobre o efeito da temperatura em inulinase purificada foi
realizado por Xiao er al. (1989). Estes autores obtiveram duas fragdes com atividade
inulinolitica, denominadas de F2 e F3, que apresentaram uma temperatura 6tima em torno
de 55°C, com boa estabilidade a 50°C, para fragdo F2, e 45°C, para a fracdo F3. Para a
inulinase purificada de Kluyveromyces bulgaricus, a maxima atividade obtida foi a 50°C
em tampdo fosfato 0,05 M, a pH 4,6, e para inulinase purificada de Kluyveromyces
marxianus CDBB-L-278 a temperatura 6tima foi de 70°C, utilizando a sacarose como

substrato e 50°C para inulina como substrato (Cruz-Guerrero ef al., 1995).

Tabela 18. Atividade enzimatica em func¢io da temperatura, para inulinase livre purificada e
atividade inicial: 11,44 Ul/mL.

Temperatura (°C) T (K) /T K (107 (Ul/mL)
20,0 293,15 3,41 1.25
25,0 298,15 3,35 2,36
30,0 303,15 3,30 4,47

35 308,15 3,25 4,92
37,5 310,65 3,22 5,32
40 313,15 3,19 6,37
45 318,15 3,14 8,43
47,5 320,65 3,12 10,87
50 323,15 3,09 11,47
55 328.15 3.05 10,09
57,5 330,65 3,02 16,91
60 333,15 3,00 21,28
63 336,15 2,97 21,58
65 338,15 2,96 20,53
67,5 340,15 2,94 20,32
70 343,15 2,91 11,74
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Figura 33. Efeito da temperatura na atividade da inulinase livre purificada de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus

b) Enzima imobilizada

A inulinase purificada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus imobilizada em
alginato de célcio foi incubada em tampéo acetato de sodio 0,1,M, a pH 4,8, em diferentes
temperaturas (20-70°C) e determinou-se a atividade enzimatica.

Na Tabela 19 e Figura 34 estdo apresentados os resultados das velocidades iniciais
de reagdo com inulinase imobilizada em alginato de calcio em fungao da temperatura.

De acordo com a Tabela 19 e Figura 34, pode-se verificar que a enzima apresentou
um maximo de atividade na temperatura de 57,5°C. Entretanto, a 60 e 63°C, a enzima
também apresentou um comportamento praticamente igual. Acima desta temperatura

observa-se uma perda da atividade enzimatica nos primeiros minutos de incubagio.
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Tabela 19. Atividade enzimatica para inulinase purificada e imobilizada em alginato
de cdlcio em fun¢ao da temperatura. Atividade Inicial: 1,2821 UI/mL

Temperatura (°C) T 1TK' v
(K) 10° (UV/mL)
20,0 293,15 3,41 0,097
25,0 298,15 3.35 0,163
30,0 303,15 3,30 0.325
32,5 305,65 3,27 0,279
35,0 308,15 3,25 0,423
37,5 310,65 3,22 0,495
40,0 313,15 3,19 0,573
45,0 318,15 3,14 0,664
47,5 320,65 3,12 0,709
50,0 323,15 3,09 0,872
52,5 325,65 3,07 0,931
55,0 328,15 3,05 1,132
57.5 330,65 3,02 1,191
60,0 333,15 3,00 1,184
63,0 336,15 2,97 1,165
65,0 335,15 2,96 0,911
67.5 340,15 2,94 0,508
70,0 343,15 2,91 0,149
14
12
g 10 }
2
S o8t
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N 06
w
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8 04
: \
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Figura 34. Efeito da temperatura na atividade da inulinase purificada e
imobilizada em alginato de calcio
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4.4.7.1. Modelagem da velocidade de reacao em funcio da temperatura e tempo de
reac¢io

Sabe-se que a velocidade de reacdo enzimatica € proporcional a concentragdo de
enzima. Segundo as Equagdes 11 e 12, conhecida como de Arrhenius. pode representar a
variacdo da velocidade em funcdo da temperatura. tal como nos processos quimicos.
Entretanto, em se tratando de uma reag¢do bioquimica, a enzima sofre desnaturagdo a
medida que aumenta a temperatura. implicando no decréscimo da velocidade da reagdo em
altas temperaturas, como bem exemplifica as Figuras 33 e 34. Portanto, a equagdo de
Arrhenius so explica a primeira parte da curva, até as proximidades do méximo de
atividade. Por outro lado, na segunda parte da curva, onde comega a ocorrer o decréscimo
da velocidade de reagdo, tem-se uma combinagdo de ativagdo de reagdo com ativagdo da
desnaturacdo, sendo que esta ultima passa a ser cada vez mais predominante a medida que a

temperatura aumenta.

v=k[E] (11)
_E,

v=vee & (12)

Onde:

v= velocidade de reagdo
vo= velocidade de reagdo a temperatura infinita
E.= energia de ativag@o

R

constante universal dos gases (R=1,9872 cal/mol.K)

-~
1l

constante cinética de reagao

E= concentragdo da enzima ativa

Desta forma. para a segunda parte da curva € necessdrio levar-se em considera¢io o
fendmeno da desnaturagdo proteica, ou seja, da perda de atividade enzimatica em fungéo do
tempo.

Assumindo que a desnaturagdo, ou desativacdo enzimatica € um processo de
primeira ordem, pode-se escrever:

dE _

5 = KiE (13)
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Onde kg4 € a constante de desnaturag@o.
A Equagdo 13 pode ser integrada do tempo inicial zero (inicio da reagdo), onde toda
a enzima estaria na forma ativa (E=E) até um tempo genérico de reagdo t, onde teriamos

uma parcela E genérica de enzima ativa, ou seja:

1n(§—}=—kd 1 (14)
0

Ou entdo

E=E,-e™" (15)

Entretanto kg € uma constante cinética e portanto € fun¢do da temperatura.
Assumindo-se que a equagdo de Arrhenius pode ser utilizada também para explicar a

variagdo de kg em funcéo da temperatura tem-se (Peter et al., 1987, Levenspiel, 1972):

kst o (16)
onde
kg : constante de referéncia
Eq4: energia de ativacgdo da reag@o de desnaturagdo protéica
Tanto E, como E4, podem ser obtidos pela linearizagdo das Equagdes 12 e 16, pela

aplicacdo de In nos dois lados das equagdes, ou seja:

InE =InE, ~§j‘r (17)

O modelo matematico final que representa a variagdo da velocidade de reagdo em
funcdo da temperatura do processo, para qualquer tempo, pode ser expressa pelo seguinte

sistema de equagdes:

v=kE

_E,
k=k;-e & (18)
E=E, -e™"

_Ea
_ RT
k, =k,e

Para se chegar a expressdo de k em fun¢do da temperatura, assumiu-se que em

baixas temperaturas a desnatura¢do enzimatica € desprezivel, a concentracdo da enzima

ativa permanecendo, portanto, constante pode-se escrever:
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v kE

Vo - k,E

_k
k(J
Substituindo-se esta expressio na Equagdo 12 chega-se entdo na equagido que prevé
a variagdo da constante k em fung¢ao da temperatura, como mostrado na Equagio 19.
Fazendo-se as substitui¢bes das 3 ultimas expressdes na primeira equagdo do
modelo, obtém-se a equacdo 19, que é a equagdo final do modelo.

B E
v=k -exp[—a ) -exp[:— (k ” -exp[— —th} (19)
g RTW - RT

v

Pelos resultados obtidos, tanto para enzima livre quanto para a enzima imobilizada,
pode-se expressar o modelo de inativagdo térmica como uma cinética de primeira ordem,
ndo necessitando de modelos mais complexos, tais como os modelos de inativa¢do em série

ou paralelo, para descrever o comportamento da inativagdo da enzima (Henley & Saldana,
1985).

a) Enzima livre
- Cdlculo da energia de ativacao (E,)

A partir dos resultados obtidos para determinagdo da influéncia da temperatura na
atividade enzimatica, determinou-se a energia de ativagdo (E,) utilizando a equacdo de
Arrhenius na forma linearizada.

Nas Tabela 20 e Figura 35 estdo apresentados os dados experimentais utilizados

para a determinagdo da energia de ativagdo para enzima na forma livre.

Tabela 20. Atividade enzimatica da inulinase livre, em fun¢io da temperatura.
Atividade inicial: vy= 11,44 UI/mL.

Temp. ('C) | Temp.(K) | Temp. (1/T).10° (K") | v(UI/mL) | In(v/iv,)
25 298,15 3,35 1,25 Al
33 306,15 327 2,36 <158
35 308,15 25 4,47 -0,94
37:5 310,65 3,22 5,32 0,76
40 313,15 3,19 6,37 -0,59
45 318,15 3.14 8,43 0,31
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Figura 35. Efeito da temperatura na atividade enzimatica da inulinase purificada e livre de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus, para o calculo da energia de ativa¢io.

Com o objetivo de determinar a energia de ativagdo da rea¢do da sacarose com a
inulinase, foi construido o grafico Inv/v, em fungdo do inverso da temperatura, que

representa a forma linearizada de Arrhenius, Equagéo 20.
Inv=-8263,2 % +25,93 (20)

A partir da Equagéo 20, determinou-se a energia de ativa¢do da reagdo como sendo
16,42 kcal/mol

- Calculo da energia de ativacdo para reagdo de desnaturagio (Ep

O conhecimento da cinética de desativagdo das enzimas é de grande importancia no
projeto de reatores enzimaticos. Para o calculo da energia de ativa¢do para a reagdo de
desnaturagdo (E4), a enzima foi incubada em diferentes temperaturas. Para cada
temperatura foram retiradas amostras em intervalos de tempos pré-determinados para o
célculo da atividade enzimatica. Em seguida, determinou-se as constantes de desnaturagdo
para cada temperatura. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 21 a 26.

Os valores encontrados para a temperatura de estabilidade para inulinase purificada
de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus (Tabela 21 a 26), sdo similares aos resultados

encontrados na literatura. Ongen-Baysel er al., (1994) estudaram a influéncia da
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temperatura na estabilidade da inulinase de Aspergilus niger e verificaram que a enzima
apresentava uma estabilidade maxima a 50°C, enquanto que Nagamura et al., (1997)
encontraram maior estabilidade a 40°C incubando durante 30 minutos. E verificaram a
inativagdo da enzima a 60°C, utilizando uma endo-inulinase de Penicilium sp TN-88. Outro
trabalho sobre a influéncia da temperatura sobre a enzima purificada foi realizado por Xiao
et a;l., (1989), onde foram coletadas duas fragdes com atividade inulinolitica, denominadas
de F2 e F3 e que apresentaram uma temperatura de estabilidade de 50°C para a fragdo de F2

e 45°C para fragdo F3.

Inulinase a T= 50°C

A enzima foi incubada em tampZo acetato 0,1M a pH 4.8 durante um periodo de
105 horas e verificou-se que a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
manteve boa estabilidade durante um periodo de 75 horas (13,51 UI/mL) cujos resultados
estdo apresentados na Tabela 21. A partir dos resultados obtidos, calculou-se a constante de
desnaturagéo (kg) graficando Inv/v, em fun¢do do tempo, utilizando equagdo de Arrhenius
linearizada (Figura 36).

Tabela 21. Atividade enzimatica da inulinase em funcao do tempo de incubacio, para a
enzima livre, a pH 4,8 e T=50°C (atividade inicial= 18,57UL/mL).

Tempo (h) v (UL/mL) In (v/v,)
7 16,86 -0,0966
10 16,51 -0,1175

7 15,96 -0,1515
19 16.39 -0,1249
2 15,27 -0,1957
30 15.33 -0,1917
36 15,15 -0,2035
48 14,84 -0,2242
54 14,25 -0,2648
75 13,51 -0,3182
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Figura 36. Efeito da temperatura em fun¢io do tempo na atividade da inulinase,
para o calculo da constante de desativagdo térmica a 50°C.

Inulinase a T= 52,5°C

A enzima foi incubada em tampéo acetato 0,1M a pH 4,8 durante um periodo de 12
horas e verificou-se que a inulinase de K/uyveromyces marxianus var. bulgaricus manteve
boa estabilidade durante um periodo de 4,5 horas (14,19 Ul/mL). Apresentando uma rapida
desnaturacdo apos 12 horas. A partir dos resultados obtidos (Tabela 22), calculou-se a
constante de desnaturagdo (kg) graficando Inv/v, em fun¢@o do tempo utilizando equagdo de

Arrhenius linearizada (Figura 37).

Tabela 22. Atividade enzimatica da inulinase em fun¢io do tempo de incubagao, para a
enzima livre diluida, a pH 4,8 e T=52,5°C. (atividade inicial= 18,57U/mL).

Tempo(h)  v(UUmL)  In(v/v) _

1,5 16,19 -0,1372
2.5 16,25 -0,1335
4,5 14,19 -0,2690
7,5 12,02 10,4349
12 7.97 -0,8459
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Figura 37. Efeito da temperatura em fun¢do do tempo na atividade da inulinase,
para o calculo da constante de desativacdo térmica a 52,5°C.

Inulinase a T= 55 °C

A enzima foi incubada em tampéo acetato 0,1M a pH 4,8 durante um periodo de 17
horas e verificando-se que a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
manteve boa estabilidade durante um periodo de 4,5 horas (11,20 UI/mL). Apresentou uma
rapida desnaturag@o apo6s 8 horas de andlise. A partir dos resultados obtidos (Tabela 23),
calculou-se a constante de desnaturagdo (kg) graficando Inv/v, em fun¢do do tempo

utilizando equag¢do de Arrhenius linearizada (Figura 38).

Tabela 23. Atividade enzimatica da inulinase em funcio do tempo de incubacao, para a
enzima livre, a pH 4,8 e T=55"C (atividade inicial= 18,57UI/mL).

Tempo (h) v (U/mL) In (v/iv,)
0,5 18,29 -0,0152
1.0 15,34 -0,1910
1.5 14,62 -0,2391
2,0 14,91 -0,2195
4,5 11,20 -0,5057
6.0 8.21 -0,8162
8,0 6,84 -0,9989

88



C araclerizacao da jﬂuﬁ'ﬂa&e o[ ivre e .,.anécé zada

-0.1 ¢

Invhv,
o
wn

09 My 1

11!

ti{h)

Figura 38. Efeito da temperatura em fun¢ao do tempo na atividade da inulinase,
para o cilculo da constante de desativa¢io térmica a 55°C.

Inulinase a T= 57,5°C

A enzima foi incubada em tampéo acetato 0,1M a pH 4,8 durante um periodo de 1,5
horas. Apés um periodo de 30 minutos a enzima comega a apresentar uma rapida
desnaturagdo, mantendo apenas 44% da sua atividade inicial. A constante de desnaturagdo
(kq) foi calculada a partir dos resultados obtidos (Tabela 24), graficando Inv/v, em funcio

do tempo utilizando equagdo de Arrhenius linearizada (Figura 39).

Tabela 24. Atividade enzimatica da inulinase em fun¢do do tempo de incubacao, para a
enzima livre, a pH 4,8 e T=57,5°C (atividade inicial= 18,57Ul/mL).

Tempo (h) v (U/mL) In (v/v,)

0,25 12:13 -0,4275
0,5 10,45 -0,5749
1,0 8,17 -0,8211
1,5 7,06 -0,9671
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Figura 39. Efeito da temperatura em fun¢do do tempo na atividade da inulinase,
para o calculo da constante de desativacdo térmica a 57,5°C.

Inulinase a T= 60°C

A enzima foi incubada em tampé@o acetato 0,1M a pH 4,8 e manteve sua atividade
durante 15 minutos. Apds transcorrido este tempo verificou-se que a enzima comegou a
desnaturar rapidamente, perdendo praticamente toda a atividade em 75 minutos. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 25. A partir dos resultados obtidos, calculou-se a
constante de desnaturacfo (kq) graficando lnv/v, em funcdo do tempo utilizando equacio de

Arrhenius linearizada (Figura 40).

Tabela 25. Atividade enzimatica da inulinase em funcao do tempo de incubagio, para a
enzima livre, a pH 4,8 e T=60°C (atividade inicial= 18,57ULl/mL).

Tempo (h) v (U/mL) In (viv,)

0,25 13,19 -0,3420
0,5 7,89 -0,8559
0,75 4,73 -1,3676
1,0 3,60 -1.6406
1,25 1,57 -2,4705
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Figura 40. Efeito da temperatura em fun¢io do tempo na atividade da inulinase, para o
calculo da constante de desativagio térmica a 60°C.

Inulinase a T= 65°C ¢ 70°C

A inulinase de Kluyveromyces marxianus var.bulgaricus, incubada a 65°C, com 30
minutos observou-se a perda da atividade. A 70°C, a enzima sofreu desnaturagdo apds 15
segundos de incubac@o. Na Tabela 26 estdo apresentados os resultados referentes a
temperatura de 65°C.

Tabela 26. Atividade enzimatica da inulinase em func¢ao do tempo de incubacao, para a
enzima livre, a pH 5,0 e T=65°C (atividade inicial= 18,57UL/mL).

Tempo (h) v (U/mL) In (v/v,)

0,5 6,94 0,9987
0,75 0,979 2,9427
1,0 0 *

Com os valores de kq em funcdo da temperatura (Tabela 27), graficou-se InKy4 em
fungdo do inverso da temperatura para o calculo da energia de ativagdo para a reacgdo de
desnaturagdo (E4), como descrito na Equagéo 21.

Ink, =lnkdo—% (21)
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A partir da inclinag@o da reta da Figura 41 obtém-se o valor de Eq4 que, neste caso é

igual a 127,66 Kcal/mol.

Entdo os valores finais para os pardmetros do modelo s3o:

E.= 16.42 Kcal/mol
Eq= 127,66 Kcal/mol
ko= 2,09 .10%
vo=1,82 .10"

Tabela 27. Valores de ky em funcio da temperatura para enzima livre.

Temperatura (°C) kg (h)
50 0,0031
52.5 0,0688
35 0,1256
57.5 0,4325
60 2,0166
B
1 } ™ e
of
..; e
2 i > '
E ce. E,/R
2 4l el
K .
5
-6 In ” I ‘“'--ﬂ:
7 !
299 301 3,03 308 3,07 3,09 3n
1T 1073 K™

Figura 41. Determinacio da energia de ativa¢do da reacgao de
desnaturacio da enzima (E,).
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b)Enzima imobilizada

- Cadlculo da energia de ativacdo (E,)

Utilizando o mesmo procedimento da enzima livre para o célculo da energia de

ativagao, calculou-se a energia de ativa¢@o para a enzima imobilizada.

Na Tabela 28 estdo apresentados os resultados experimentais para o célculo da

energia de ativagdo para a enzima imobilizada em alginato de calcio. Para o calculo da

energia de ativagdo foi construido o grafico Inv/v, em fungdo do inverso da temperatura

(Figura 42).

Tabela 28. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
em funcio da temperatura. Atividade inicial: vo= 1,2821 UL/mL.

Temp. ("C) | Temp. (K) | Temp. (1/T).10° (K") | v (UUmL) | In(v/v,)
20,0 293,15 3.4 0,098 -2,57
25,0 298,15 3.35 0,163 -2,06
30,0 303,15 3,30 0,325 -1,37
32.5 303,65 3.3 0,279 -1,53
35,0 308,15 3,25 0,423 -1,11
37,5 310,65 3,22 0,495 -0,95
40,0 313,15 3,19 0,573 -0,81
45,0 318,15 3,14 0,664 -0,66

D4 =
-0.8; ..
i e
| \‘\. ™
1.2 | \‘"\—-——,\ !
i ) ® ER
._;° 1.6‘
2,0 e
h i
2.4
-2.8
3,08 3,14 3,20 3,26 3,32 3,38 3,44
1T 103K

Figura 42. Efeito da temperatura na atividade enzimatica da inulinase imobilizada,
para o calculo da energia de ativagio.
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Com a equagdo linearizada de Arrhenius (Equac@o 12) aplicada aos resultados da

Tabela 28. determinou-se para energia de ativagdo da reagdo o valor de 13.53 kcal/mol.

- Cdlculo da energia de ativagao para a reag¢io de desnaturacio (Eyp)

Da mesma forma que foi calculada a energia de desnatura¢do para a enzima livre,
calculou-se a E4 para a enzima na forma imobilizada.

O estudo da estabilidade térmica da inulinase imobilizada foi realizado incubando a
solucdo em tampéo acetato 0,1M em diferentes valores de temperaturas. As amostras foram
retiradas em intervalos de tempos pré-determinados e em seguida determinou-se a atividade
enzimatica. A partir da desativagio térmica pode-se calcular as constantes de desativagdo
térmica, para o calculo da energia de desnaturagdo (Eq) e meia-vida.

Analisando os resultados obtidos (Tabelas 29 a 34), a desativacdo térmica é bastante
sensivel a temperatura. Pequenas variagdes de temperatura promovem grandes varia¢des na
estabilidade da inulinase. E importante verificar que a 45°C a enzima apresenta uma
estabilidade de 43 horas (Tabela 31). Lorengo (tese em andamento) estudou a estabilidade
da inulinase Kiuyveromyces marxianus var. bulgaricus e encontrou uma meia vida de 15
dias a 50°C, imobilizando a enzima com alginato de cdlcio, carvio ativado, glutaraldeido e
sacarose.

Inulinase a 40°C

A enzima imobilizada foi incubada a 40°C em tampdo acetato 0,1 M pH 4,8 durante
um periodo de 51 horas. Verificou-se que nesta temperatura a enzima manteve uma boa
estabilidade durante todo o periodo de analise, perdendo em torno de 28% da sua atividade
em 51 horas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 29. A partir dos resultados obtidos,
calculou-se a constante de desnaturagdo (ks) graficando Inv/v, em fungdo do tempo

utilizando equagdo de Arrhenius linearizada (Figura 43).
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Tabela 29. Atividade enznnat]ca da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
a pH 4,8 e T = 40°C. Atividade inicial : v,= 2,11 UI/mL

Tempo (h) v(U/mL) In(v/v,)
1,0 2,203 0,07
2,0 2,197 0,04
4.0 2,059 -0.02
9.0 1,988 -0,06
11,0 2,136 0.01
18,0 2,003 -0,05
22,0 1,830 -0,14
25,0 1,855 -0,13
30,0 1,828 -0,14
44,0 1,804 -0,16
51,0 1,626 -0,26
0,00
[ ]
004 T
e
008 o
0,12 H
] | "‘-.
2 ! ® Y
= 0.16:- - ®
020
024 |
[ ]
0,28 -
0 10 20 30 40 50 80

t(h)

Figura 43. Efeito da temperatura em fun¢io do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o cilculo da constante de desativacio (k) a 40°C.

Inulinase a 42,5°C

A enzima foi incubada a 42,5°C em tampdo acetato 0,1M a pH 4,8 durante um
tempo de 49 horas. Pode-se verificar que nesta temperatura a enzima praticamente nio
perde atividade nas 16 horas de incubagdo. No tempo de 49 horas manteve 60% da sua
atividade. Resultados apresentados na Tabela 30. A partir dos resultados obtidos, calculou-
se a constante de desnaturagdo (kg) graficando Inv/v, em fun¢do do tempo utilizando

equagdo de Arrhenius linearizada (Figura 44).
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Tabela 30. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
a pH 4,8 e T = 42,5°C. Atividade inicial: v,= 2,46 Ul/mL.

Tempo (h) v(UI/mL) In (v/v,)
1.0 2,23 -0,09
3,0 2,47 0,004
5,0 2,16 -0,13
7,0 2,18 -0,12
9,0 2,31 -0,06
14,0 1,96 -0,23
16,0 1,87 -0,27
20,0 1,42 -0.55
23.0 1,91 -0,25
27,0 1,56 -0,46
30,0 1,51 -0,49
49,0 1,43 -0,54
005 —
I\- )
PR
0,15 :
s
0,25 -
] s
= 035
0,45 | P " .
. ™
-0,55
-2 4 10 16 22 28 34
t(h)

Figura 44. Efeito da temperatura em fungéio do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o cilculo da constante de desativacio (kg) 2 42,5°C.

Inulinase a 45°C

A enzima imobilizada foi incubada a 45°C em tampéo acetato 0,1M a pH 4,8. Nesta

temperatura a enzima apresentou um comportamento similar quando comparada a
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temperatura de 40 e 42,5°C. A enzima imobilizada permaneceu estavel nas 12 horas

iniciais, retendo 60% da sua atividade com 43,5 horas de incubaggo. A partir dos resultados

obtidos (Tabela 31), calculou-se a constante de desnaturacio (kg) graficando Inv/v, em

fun¢do do tempo utilizando equagdo de Arrhenius linearizada (Figura 45).

Tabela 31. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
apH 4,8e T=45C. Atividade inicial : v,= 2,00 UU/mL

Inviv,

Tempo (h) v(UI/mL) In(viv,)

2,0 1,83 -0,09

4.0 1,84 -0,08

8,0 1,52 -0,27

10,0 1,56 -0,25

12,0 1,70 -0,16

23,0 1,35 -0,39

28,5 1,28 -0.45

43,5 1.21 -0,51
0,05 |

‘.\. [ ]
0,15 \‘\
. |
025 ° N
035 i
® \‘\_
045 5 %,
s . .
055 25
10 20 30 40 50

t (h)

Figura 45. Efeito da temperatura em func¢ao do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o calculo da constante de desativagao (ky) a 45°C.

Inulinase a 47,5°C
A enzima imobilizada foi incubada a 47,5°C em tampdo acetato 0,1M a pH 4,8.

Nesta temperatura a desnaturagdo da mesma ocorreu apés 6 horas de incubagdo. A enzima
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imobilizada permaneceu estavel nas 6 horas iniciais com 73% da sua atividade. A partir dos

resultados obtidos (Tabela 32), calculou-se a constante de desnaturacdo (kg) graficando

Inv/v, em fun¢do do tempo utilizando equagdo de Arrhenius linearizada (Figura 46).

Tabela 32. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de cilcio,

a pH 4,8 e T = 47,5°C. Atividade inicial: v,= 1,69 UU/mL.

Tempo (h) v(UI/mL) Inv(v/iv,)
1,0 1,52 -0,11
2.0 1.41 -0,18
3,0 1,31 -0,25
4,0 1,16 -0,38
5,0 1,12 -0,41
6,0 1,13 -0,40
7,0 0,96 -0,57
8.0 0,95 -0,58
9.0 0,86 -0,68
10,0 0,78 -0,77
11,0 0,70 -0,88
12,0 0,68 -0.91
0.0
0.2 | ‘ e
-0.4 e
E = L
-086
08 . l
o
| :
10°
0

Figura 46. Efeito da temperatura em fun¢ao do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o calculo da constante de desativagio (ky) a 47,5°C.

Inulinase a 50°C

]
t(h)

A enzima imobilizada foi incubada a 50°C em tampéo acetato 0,1M a pH 4,8. Nesta

temperatura a desnatura¢do da enzima é observada com 12 horas de incuba¢do, mantendo
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14% da sua atividade. A partir dos resultados obtidos (Tabela 33), calculou-se a constante
de desnaturagdo (kq) graficando Inv/v, em fun¢do do tempo utilizando equagdo de

Arrhenius linearizada (Figura 47).

Tabela 33. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
a pH 4,8 e T = 50°C. Atividade inicial : v,= 2,00 UI/mL

Tempo (h) | v(UI/mL) Inv(viv,)
2,0 1,48 -0,30
4,0 1,28 -0,45
6,0 1,13 -0,57
8.0 0,86 -0,84
10,0 0,71 -1,03
12,0 0,58 -1,24
-0.1 \\\‘ !
0.3 ! ‘-3‘-\ i
5' . .
05 ¢ i
2 | )
09 '
;‘ e
11} e .
| S
. i S
13¢5
0 2 4 6 8 10 12 14

th

Figura 47. Efeito da temperatura em fun¢ao do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o calculo da constante de desativacao (kq) a 50°C.

Inulinase a T=52,5°C
Enzima imobilizada foi incubada a 52,5°C em tampdo acetato 0,1M a pH

4.8. A desnatura¢do da enzima foi verificada com apenas 3 horas de incubag¢do, mantendo
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30% da sua atividade. A partir dos resultados obtidos (Tabela 34), calculou-se a constante
de desnaturagdo (k4) graficando Inv/v, em fungdo do tempo utilizando equagdo de

Arrhenius linearizada (Figura 48).

Tabela 34. Atividade enzimatica da inulinase imobilizada em alginato de calcio,
a pH 4,8 e T = 52,5°C. Atividade inicial : v;= 2,3 U/mL

Tempo (h) v(UI/mL) In(v/v,)
0,5 1,75 -0,27
1,0 1,42 -0.48
1,5 1,21 -0,64
2.5 0.82 -1,03
3,0 0,69 1,20
-01
0,3 | O o
0,5 % i
o . ’ “!‘-‘
g o1 -
09 i .
1,1| “\\ .
_1.3‘ B
0.2 08 14 20 28 32

t(h)

Figura 48. Efeito da temperatura em func¢io do tempo na atividade da inulinase
imobilizada, para o calculo da constante de desativacio (ky) a 52,5°C.

Os valores de K4 em fungdo da temperatura estdo apresentados na Tabela 35. Para o
célculo de Eg4, graficou-se Inky em fun¢do do inverso da temperatura (Figura 49) como

descrito na equacdo 22.

E
Ink, =1nkd°_R_’dF (22)
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A partir da inclinacdo da reta da Figura 49 obtém-se o valor de E;4 ¢ igual a 74,50

Kcal/mol.
Entéo os valores finais para os parametros do modelo sdo:
E,= 13,53 Kcal/mol
Eq= 74,50 Kcal/mol
ko=5,95. 10%
ve=1,13.10°

Tabela 35. Valores de K, em fun¢io da temperatura utilizada para enzima imobilizada

Temperatura (°C) ky (h)
40 0,0005
42,5 0,0093
45 0,0145
47,5 0,0732
50 0,0959
52,5 0,3688
0 B~
|
2 <
| ‘.-‘_ i
: ° i
£ 3 \\_F__ ]'
- | ~../ EdR |
< _.
-4 N l
° i .
5 ~ |
| |
| u
3o 308 3,10 312 314 318 3.18 320 322

1T10 K™Y

Figura 49. Determinac¢io da energia de ativagio da reac¢io de desnaturacio
da enzima (E,), para a enzima imobilizada.
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c)Ajuste dos parametros do modelo para a enzima livre e imobilizada

Utilizando a metodologia de regressdo ndo-linear, os pardmetros obtidos
anteriormente foram ajustados para obter uma melhor representagdo entre os dados
experimentais e do modelo.

As Figuras 50 e 51 mostram os ajustes encontrados para a enzima nas formas livre e

imobilizada em alginato de calcio utilizando a Equacéo 19.

24
® v_expenmental
— v_modelo (c/ajuste) Yo
20 + — — v_modelo {s/ajuste)
16 } |
=
E
= 12 .
>
8
4 ¢
. ‘-—-'".-‘--'--ﬂ..“‘--".‘—— \\\‘
0 S
15 25 a5 45 e s )

T(°C)

Figura 50. Comparacao entre os resultados experimentais e do modelo
para atividades da enzima livre.

1.4
12 | ® v_expermental
' — — v_modelo (s/ajuste]
— v_modelo (c/ajuste)
10 ¢
08 }
=
E
2
> 08
0.4
02
L]
0,0
15 25 35 45 55 65 75

T(°C)

Figura 51. Comparacio entre os resultados experimentais e do modelo
para atividades da enzima imobilizada.
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Na Tabela 36 estdo apresentados os valores dos pardmetros ajustados e
experimentais.

Tabela 36. Valores dos parametros do modelo antes e apés o
ajuste por regressio nao-linear

Enzima Livre Enzima Imobilizada
experimental ajustados experimental ajustados
E, (Kcal/mol) 16,42 10,99 13,53 13,89
E, (Kcal/mol) 127,66 106,15 74,50 71,33
k, (b)) 2,09.10% 4,85.10% 5,95.10” 3,01.10%
v, (U/mL) 1,82 .10" 2,89.10° 1,13.10° 2,02.10°

Analisando-se os resultados obtidos na Tabela 36, pode-se verificar que em relagéo
a enzima imobilizada ndo foram observadas variagdes significativas na energia de ativagio
(E2) € na energia de ativagdo para a reagdo de desnatura¢do (E4), entre os valores
experimentais € os ajustados com regressdo ndo linear. Entretanto, o0 mesmo nio foi
observado para a energia de ativagdo da enzima na forma livre onde se verificou uma
diferenca de 33% para a energia de ativagdo e 17% para a energia de ativagdo para a reacio
de desnaturagdo, entre os pardmetros experimentais e os ajustados com regressdo nio

linear.

4.4.7.2. Estimativa da meia vida da enzima em fun¢do da temperatura
A meia vida da enzima pode ser obtida a partir da Equagdo 19, substituindo a

concentragdo de enzima ativa E por E,/2. Entdo a Equagdo 19 transforma-se na Equag¢éo 23.

E, /2
ln[Tj -k, 23)
ou seja,
0,69
t, =
Porém k4 € previsto pela Equagéo 17, e a Equag@o 19 pode ser reescrita da seguinte
forma:
0,69
by =——F— (24)
Tk i e R’T
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A partir da Equag@o 24 construiu-se a Tabela 37 e Figura 47 para a enzima na forma

livre e a Tabela 38 e Figura 48 para a enzima na forma imobilizada.

Tabela 37. Valores de meia-vida para inulinase livre.

Temperatura ("C) t12 (h)_exp. ti» (h)_modelo
50,0 228.8 236,73
52,5 10,0 53,75
55,0 5,49 12,48
515 1,59 2,96
60,0 0,34 0,72

Tabela 38. Valores de meia-vida para inulinase imobilizada.

Temperatura (°C) t12 (h) t12 (h)_modelo
40,0 138,00 134,26
42,5 74,19 52,00
45,0 47.59 20,46
47.5 0,43 8,16
50,0 7,26 3,30
52,5 1.87 1,36
260
. |
220 ® i, expenmental I
| —#- ty,,_modelo |
180 ¢ 1
140 :
£ | |
5 00l |
| i
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| |
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20 I .- I
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Figura 52. Comparacio entre os resultados experimentais e do modelo matematico para
valores de meia-vida para enzima livre.
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Figura 53. Comparacio entre os resultados experimentais e do modelo matematico para
valores de meia-vida para enzima imobillizada.

4.4.7.3. Temperatura de processo

Nos processos industriais € importante o conhecimento da temperatura de processo,
ou seja a temperatura de compromisso entre a produtividade e a estabilidade,
correspondendo assim, a temperatura ideal de trabalho. A temperatura de processo pode ser
estimada a partir das curvas de meia vida, Equagdo 24 e atividade em funcio da
temperatura, como ilustrado nas Figuras 54 e 55. A partir destas figuras, pode-se considerar
como temperatura ideal de processo os valores de temperatura correspondentes aos pontos
onde as duas curvas se cruzam.

De acordo com a Figura 54 podemos verificar que para a enzima livre a temperatura
de processo encontrada ficou em torno de 53°C. E para a enzima imobilizada a temperatura
de processo fica em torno de 45°C. Estes valores sdo bastante interessantes levando em
conta que o estudo de sintese de oligossacarideos ¢ realizada a temperatura de 50°C.

Para a enzima livre, na temperatura de processo a atividade enzimatica seria em
torno de 60% da atividade maxima da enzima, enquanto que a meia vida seria em torno de
120 vezes maior. Para a enzima imobilizada, ter-se-ia 60% da atividade maxima e uma
meia vida 75 vezes maior.

O aumento da meia vida na temperatura de processo representa um ganho muito
grande no tempo de utilizagdo da enzima, o que economicamente € de grande importancia,

ao passo que a perda de atividade, por se estar operando em temperaturas abaixo da
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temperatura 6tima pode ser compensada pela carga de uma concentragdo maior de enzima,

nio prejudicando, portanto, a produtividade.

24 i j 240
- v_UIimL i
- t1,r2
20 B 200
16 i 1160
= 7
£ =
5 12 i {120 o
> ; 3
8 80
.
4 Y 40
Y ,,
0] W o

T(=C)

Figura 54. Perfil da temperatura em fun¢ao da meia-vida e atividade enzimatica
da enzima livre para determinacio da T, ocesso
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Figura 55. Perfil da temperatura em fun¢io da meia-vida e atividade enzimatica
da enzima imobilizada para determinac¢ao da Ty ocesso
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4.5. Estudo cinético
A cinética da inulinase livre e imobilizada de Kluyveromyces marxianus var.

bulgaricus pode ser descrita pelo modelo de Michaelis-Menten, Equagdo 25.

By B

:\ma\
dt " K, +S

(25)

T — s . ro_® i~
V.. = velocidade maxima de reagdo
Km = constante de Michaelis-Menten
v= taxa da velocidade de reagdo

S= concentrac¢do do substrato

Para reagdes que ocorrem a baixas concentragbes de sacarose (até 0,3 mol/L,
aproximadamente), a cinética segue o modelo de Michaelis-Menten. Entretanto, para
solugdes de sacarose mais concentradas verifica-se o fendmeno de inibigdo pelo substrato

(Sant’Anna, 1989). A relagdo entre a taxa de reagdo ¢ a concentracdo do substrato é dada

pela Equagdo 26.
= \rmax - 2 (26)
K_+S+
" K

1

Para reagdes que ocorrem a baixas concentragdes de substrato, quando S<<K; a
Equagédo 26, na forma linearizada é apresentada na Equagio 27.

1_1 Ky 1 27
v V Voo S

max

para altas concentragdes, quando S>>K,, , na Equagdo 28

—=——t S (28)

Experimentalmente, pode-se verificar que o modelo de inibigdo pelo substrato, ndo
€ suficiente para descrever o comportamento de inibigdo. As taxas de reacdes iniciais
observadas em altas concentragdes de sacarose sdo inferiores as taxas previstas pelo

modelo. Bowski er al.,(1971) estudaram o comportamento deste desvio, considerando
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como corre¢do do modelo os efeitos da mudanga do coeficiente de difusdo molecular da
sacarose, viscosidade e concentragdo de agua livre. O ajuste do modelo cinético foi obtido
quando se considerou um fator de corre¢do em termos de agua livre sobre o modelo de
inibi¢do por excesso de substrato. Cabral (1989) e Ribeiro (1989) estudaram o efeito da
inibi¢do pelo substrato utilizando sacarose com invertase comercial e ajustou seus dados
experimentais de taxas iniciais pelo o modelo de inibi¢@o corrigido por um fator f(S), para
T= 50°C, definido pela Equagéo (29).

£ =29 _1_04274— > (29)
D 1+0,1275

onde: D(S)= difusividade molecular da sacarose a concentragao S.

D,= difusividade molecular da sacarose a dilui¢do infinita.
Desta forma a equacdo da velocidade de reacdo podera ser escrita da seguinte

v=V —-&i—# £(S) (30)

K., +S+S—
K.

A relacdo D(S)/D, foi derivada a 40 e 50°C baseando-se em dados experimentais de
D(S), obtidos por English & Dole (Citato por Cabral, 1989) em que D(S) decresce
linearmente com a concentrag@o de sacarose.

Desta forma, as taxas iniciais de reagdo observadas experimentalmente (Vobs), com
aquelas previstas pelo modelo ) podem ser relacionadas e aplicadas no modelo de

inibicdo pelo substrato (Equag&o 26) e a constante de inibigéo K; determinada.

a) Enzima livre

Para o estudo da influéncia da concentragdo inicial da sacarose, a inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus foi incubada em diferentes concentragdes de
sacarose (0,5-700g/L), diluida em tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4,8 T=50°C. Em
seguida determinou-se as velocidades iniciais para o calculo das constantes cinéticas. Os
resultados experimentais de velocidades iniciais estdo apresentados na Tabela 39 e Figura

56.
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Tabela 39. Velocidades iniciais de reac¢ao (v) em fungio da concentracgio de sacarose (S).

S(g/L) S(mol/L) v(UI/mL)
0,5 0,00146 6,8
0,75 0,00219 7,14
1,0 0,00292 8,98
15 0,00438 14,21
2, 0,00584 20,67
3,0 0,00877 26,39
4,0 0,01169 29,45
5,0 0,01461 39,45
7,5 0,0219 41,96
10 0,0292 4428
15 0,0438 47,67
20 0,0584 52,71
25 0,0731 53,73
30 0,0876 54,21
35 0,1023 54,34
50 0,1421 48,09
70 0,2046 47,09
100 0.2922 40,14
200 0,5845 36,61
300 0,8767 31,61
500 1.4611 2,03
700 2,0456 0,97
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Figura 56. Velocidade de rea¢io da inulinase livre a T=50 °C,
em funcio da concentragio de substrato.

Verifica-se pela Figura 56. que a atividade enzimatica da inulinase comeg¢a diminuir
a partir de 35 g/L (0,1023 M) ). Este decréscimo da atividade é caracterizado pela inibi¢do
pelo substrato sacarose que a enzima softre a partir de uma determinada concentragao.

Apos a obteng@o dos dados experimentais das taxas iniciais de reagdo em funcio da
concentragdo de substrato foram determinadas as constantes cinéticas. Inicialmente tentou-
s¢ aplicar o modelo de inibigdo pelo excesso de substrato (Equagdo 30), graficando-se os
dados da Tabela 39, na forma de Lineweaver-Burk, para baixas e altas concentragdes com o
objetivo de descrever a cinética de hidrélise da sacarose por inulinase.

Os dados experimentais das taxas iniciais de reacdo das Tabelas 40 e 41 foram
graficados na forma de Lineweaver-Burk para baixas e altas concentragdes (Figura 57 e
Figura 58).
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Tabela 40. Forma de Lineweaver-Burk aplicada ao modelo de Michaelis-Menten
para taxas iniciais de reacdo para cinética de inibi¢dio pelo substrato a T= 50°C, para S<<K,.

1/S (L/mol) 1/v( L/UT)
454,55 0,140
344,83 0,111
136,99 0,040
114,94 0,038
85,47 0,034
68,49 0,025
45,66 0,024
34,48 0,023

1hv( L minfmol). 10 *

0.04 ¢

0,02 ¢

0,00

0 100 200 300 400 500
148 (L/mol)

Figura 57. Forma de Lineweaver-Burk aplicada aos dados experimentais para inulinase
purificada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus, a T=50°C, S<<K..
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Tabela 41. Forma de Lineweaver-Burk aplicada ao modelo cinético para velocidades iniciais
de reacdo para cinética de inibi¢ao pelo substrato a T= 50°C, para S>>K,,.

1/~ L/UT) S (L/mol)

0,0438 0,021
0.054 0,019
0,073 0.019
0,0876 0,018
0,1022 0,018
0,1461 0,021
0,2041 0,021
0,2921 0,025
0,5843 0,033
0.8764 0,032
1,4607 0,493
2.0459 1,031

v LA.min/mol).10

-0,2
-0.2 6.2 0.6 1.0 1.4 1.8 22

S{moliL)

Figura 58. Forma de Lineweaver-Burk aplicada aos dados experimentais para inulinase
purificada de Kluyveromyces marxianus var.bulgaricus, a T=50°C, S>>K,

De acordo com os graficos da equagdo de Lineweaver-Burk representados nas
Figuras 57 e 58 verifica-se que para baixas concentragdes o modelo apresentou um bom

ajuste (Figura 57). Entretanto, para altas concentracdes de substrato (Figura 58) néo foi
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verificado um ajuste do modelo de inibigéo pelo substrato. Assim, podemos concluir que o
modelo de inibigdo pelo substrato por si s6 ndo é adequado para descrever a cinética da
inulinase para altas concentragdes de sacarose. Straathof ez al., (1986), quando estudaram a
cinética da invertase de Saccharomyces cerevisiae verificaram que a enzima apresentava
um desvio da cinética de Michaelis-Menten, pois, com o aumento da concentragdo de
sacarose ocorria um decréscimo da taxa de hidrolise que poderia estar relacionado com o
decréscimo da concentragdo de dgua agregada a molécula da sacarose.

Desta maneira, para determinar o modelo cinético, considerou-se uma cinética de
inibi¢do pelo substrato, porém com adigdo de um fator de corregdo f(S). A equacio da

cinética de inibigdo pelo substrato com fator pode ser escrita da seguinte da Equagdo 31.

v=V__ ——-S—z.f(S) (31)
K. +S+S—
K

Rearranjando tem-se:

K
5P s +—= .l, para S<<K; (32)
v V V.. S

max max

f§__1 . 1
v V.. KV,

max

S, para S>>Kp, (33)

Algumas considera¢des foram feitas em relagéo ao fator f(S) (ANEXO 1) e a partir
destas consideragbes utilizou-se a que apresentou um melhor ajuste. Os dados estdo
apresentados na Tabela 41.

Quando se considera o efeito da concentragdo de agua livre, surgem algumas
complicagdes, ja que esta ¢ fungdo do nimero de hidratagdo (n) das moléculas de sacarose,
devendo, portanto, conhecer-se inicialmente o niimero de hidratagdo e sua variagdo com a
concentragdo. Entretanto, alguns valores apresentados diferem significativamente entre si,
como mostrado por Allen & Wood (1974) e Bowski er al. (1971), que assumiram um
numero de hidratagdo igual a sete, para solugdes diluidas. Para solu¢des concentradas, o
valor foi determinado de tal forma que apresentasse um bom ajuste em relacio aos dados

experimentais.
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Para o ajuste da Equagdo (26), utilizou-se o fator de corre¢do f(S)= D(S)/D,. Neste
caso pode-se determinar os valores de f(S) para cada concentragdo utilizada no
experimento. As velocidades iniciais foram recalculadas, onde y corresponde a velocidade

inicial corrigida (y=v/f(8)).

Tabela 42. Velocidades iniciais de reacao (v) em funcao da concentracgio de sacarose (S).

S(g/L) S(mol/L) v(U/mL) y( UU/mL)*
0.5 0,00146 6,80 6.80
0,75 0,00219 7,14 7,14
1,0 0,00292 8,98 8,99
1,5 0,00438 14,21 20,72
2.0 0,00584 20,67 24,54
3.0 0,00877 26,39 26,46
4,0 0,01169 29,45 29,59
5.0 0,01461 39,45 39,68
7.5 0,0219 41,96 42,36

10 0,0292 44,28 44,84
15 0,0438 47,67 48,59
20 0,0584 52,7 54,06
25 0,0731 53,73 55,46
30 0,0876 5421 56,31
35 0,1023 5434 56,82
50 0,1421 48,09 51,29
70 0,2046 47,09 51,59
100 0,2922 40,14 45,86
200 0,5845 36,61 48,79
300 0.8767 31,61 50,54
500 1,4611 2,03 5,403
700 2,0456 0.97 7,723

*valores de velocidades iniciais de reacao corrigidos

A partir dos novos valores corrigidos da atividade enzimética, efetuou-se a

linearizagdo para o calculo da constante de inibigdo (Tabela 43 e Figura 59).
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Tabela 43. Forma de Lineweaver-Burk aplicada ao modelo cinético para velocidades iniciais
de reagio para cinética de inibi¢io pelo substrato a T= 50°C, para S<<K,.

1/v( L/UD) S (L/mol)
0,054 0,019
0,073 0,019
0,0876 0,019
0,1022 0,019
0,1461 0,022
0,2041 0,023
0,2921 0,028
0,5843 0,044
0,8764 0,0051
0,055
0,050 ®
0,045 "
7, 0040 |
E 0,035
£
< 0030
) 0025 |
[ ]
0,020 |
0,015
0.1 01 03 05 0.7 09 11
S{moliL)

Figura 59. Cinética enzimética da inulinase purificada livre,
a T=50°C, S>>K,,, para determinagio de K.
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Pela andlise da Figura 59, verifica-se que o modelo corrigido pelo fator f(S)
apresenta um bom ajuste em relacdo aos dados experimentais.

Para o calculo das constantes de Michaelis-Menten e V., partiu-se da Equagdo 32
¢ Figura 57. Para determinagdo da constante de inibicdo utilizou-se a Equagdo 33 e Figura
59. Os valores obtidos para as constates cinéticas da inulinase de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus foram Kp= 0,0389 M, Vo= 126,8 7.10° mol/min.L e K= 0,3855 M.

Contieiro (1992) para inulinase livre de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
onde obteve os seguintes valores cinéticos: 2037 Ul/mL para Vimay, 0,662 mol/L para Ky,
Ribeiro (1989) para invertase comercial (Novo Ferment) obteve os seguintes valores
cinéticos: K;=0,024 mol/L, Vy5=11,064umol/min e K;=0,275 mol/L. Cruz-Guerrero ef al.
(1995), para inulinase de Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278. encontrou os valores de
Km 3,04 mM para inulina e 40,18 mM para sacarose como substrato. Azhari et al. (1989)
para inulinase de Aspergillus niger encontrou K= 570 mM (endo-inulinase) ¢ K= 60 mM

(exo-inulinase).

b) Enzima imobilizada

Para o estudo da influéncia da concentragdo inicial da sacarose, a inulinase
purificada e imobilizada em alginato de célcio foi incubada em diferentes concentracdes de
sacarose (0,5-700g/L) e diluida em tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 4.8 e T=50°C. Em
seguida determinou-se as velocidades iniciais para o calculo das constantes cinéticas. Os
resultados experimentais de velocidades iniciais estdo apresentados na Tabela 44 e Figura

60.
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Tabela 44. Velocidades iniciais de reacio (v) em funcio da concentraciio de sacarose (S).

S(g/L) S(mol/L) v(UI/mL) 1/S(L/mol) 1/v
1,0 0,0029 0,9619 3423 1,039
1,5 0,0044 1,5539 2282 0,644
2,0 0,0058 2,015 171,1 0,496
3,0 0,0088 2,5045 114,1 0,399
4,0 0,0012 3,3583 85,56 0,298
5,0 0,0146 4,4967 68,46 0,222
7,5 0,0219 6,1474 45,64 0,163
10 0,0292 8,5949 34,23 0,116
15 0,0438 10,9287 22,82 0,092
20 0,0584 14,2869 17,12 0,067
25 0,0730 15,8807 13,69 0,063
30 0,0876 15,4823 11,41 0,065
50 0,1461 19,7901 6,.85 0,051
70 0,0205 20,0432 4,890 0,049
100 0,2921 21,4098 3,420 0,047
150 0,4382 22,7763 2,280 0,044
200 0,5843 21,4097 1,710 0,047
250 0,7304 20,853 1,369 0,048
300 0,8764 19,2334 1,140 0,052
350 1,0225 19,9419 0,978 0,050
450 1,3146 18,7272 0,760 0,053
500 1,4607 17,6643 0,685 0,057
700 2,0445 12,7547 0.489 0,078
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Figura 60. Velocidade de rea¢do da inulinase imobilizada em alginato
de calcio a T=50"C, em funcio da concentragio de substrato.

As constantes K, € Vi para a inulinase imobilizada foram determinadas de forma
similar a enzima livre, sendo que para a enzima imobilizada, em altas concentracdes de
sacarose, ndo foi necessario adicionar o fator de corregdo f(S), como no caso da enzima
livre.

Os resultados experimentais nas formas de 1/v em funcdo de 1/S e 1/v em fungdo de
S estdo apresentados na Tabela 45 e 46 e Figura 61 e 62 para o calculo das constantes

cinéticas aparentes.

Tabela 45. Forma de Lineweaver-Burk aplicada ao modelo de Michaelis-Menten para taxas
iniciais de reac¢do para cinética de inibi¢ao pelo substrato a T= 50°C, para S<<K,,

1/S (L/mol) 1/v( L/UI)
342,16 1.039
228,11 0,644
171,08 0,496
114,05 0,399
85,54 0,298
68,43 0,222
45,62 0,163
34,22 0,116
22,81 0.091

17,11 0,0699
11,41 0,0645
6,85 0,0505
4.89 0,0498

3.42 0,0439
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Figura 61. Velocidade de rea¢io da inulinase imobilizada em alginato
de calcio a T=50"C, em funcao da concentracio de substrato.

Tabela 46. Forma de Lineweaver-Burk aplicada ao modelo cinético para taxas iniciais de
reacao para cinética de inibicéo pelo substrato a T= 50°C, para S<<K,.

1/v( L/UT) S (L/mol)
0,0439 0,438
0,0467 0,584
0,0479 0,730
0,0519 0,876
0.0501 1,022
0,0534 1,314
0,0566 1,461
0,0784 2,045
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Figura 62. Forma de Lineweaver-Burk aplicada aos dados experimentais para inulinase
purificada de Kluyveromyces marxianus var.bulgaricus, a T=50°C, S>>K,,

De acordo com a Figura 61 o modelo de inibi¢do pelo substrato apresentou um bom
ajuste sem a necessidade de adicionar um fator de correcédo f(S) para altas concentracdes de
substrato, fator este necessario no ajuste da equagdo para a enzima livre. Assim, os valores
obtidos para a enzima imobilizada foram: K*,=0,0969M, V® 10=33,44.10° mol/min.L e
K*=3.527M.

Estes resultados foram similares aos encontrados por Cabral (1989), que estudou a
cinética da invertase comercial (Novo Nordisk) imobilizada em alginato de célcio obtendo
os seguintes valores para as constantes cinéticas (K;=0,053 mol/L e 38,17.10° mol/L.s).
Ortega et al (1998), no estudo da imobilizacdo da PB-glicosidase livre (Vpma=202.3 ug
pNPmL 'gel h”! e Kp=4,15 mM) e imobilizada (Vma=130,7 ug pNPmL"gel h'' e K= 5,0
mM). De acordo com os autores, esta diferenga encontrada nos valores das constantes
cinéticas entre a [3-glicosidase livre e imobilizada deve-se ao efeito de parti¢do interna na
enzima imobilizada.

A Tabela 47 apresenta os resultados dos parametros da inulinase em termos de
energia de ativagdo (E,), energia de desativacdo térmica (E4), constante de Michaelis (Kn),

velocidade maxima (Vnax) € constante de inibigéo (Kj).
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Tabela 47. Parimetros cinéticos para inulinase livre e imobilizada em alginato de cilcio.

Parametros Cinéticos Inulinase Livre Inulinase Imobilizada '
Kn (M) 0,0389 0,0969
K, (M) 0,3855 3,527

V max (mol/min.L). 107 126,87 33,44

'* valores aparentes

A partir dos resultados da Tabela 47, verificou-se que a constante de Michaelis
(Km), aumentou de 0,0389 M para 0,0969 M. Entretanto este aumento no valor de Km, que
pode estar relacionado a um acesso restrito do substrato a enzima imobilizada no gel, foi
observado por outros autores (Ortega ef al, 1998, Cabral, 1989, Jain et al, 1984). Quanto a
inibi¢do pelo substrato, verifica-se um efeito menor na reagdo com enzima imobilizada,
podendo influenciar significativamente na produ¢do de frutooligossacarideos em altas
concentragdes de sacarose. Esta diminui¢&o da inibi¢do do substrato na enzima imobilizada
se deve principalmente a resisténcia difusional encontrada no interior da particula, que
diminui a velocidade de transferéncia de massa da sacarose, do meio externo para o interno,
0 que implica que a concentragdo de sacarose no interior das particulas é provavelmente

menor que no meio exterior.

4.5.1. Modelo cinético para inulinase livre e imobilizada
As constantes cinéticas (Vma, K € K;) determinadas experimentalmente foram
utilizadas para o ajuste do modelo cinético, onde novos valores para Vs, Km € K; foram

obtidos de forma tal que o modelo apresentou um melhor ajuste aos dados experimentais.

a) Enzima livre

Para o ajuste do modelo cinético da inulinase purificada e livre foi utilizado o
modelo cin€tico, considerando a inibi¢do pelo substrato e o fator de corregdo (f(S)). Os
valores das constantes cinéticas foram inseridos na equagéo 47.

Os novos valores das constantes cinéticas obtidas a partir da metodologia de

regressdo nao-linear foram: Ky,=0,0389 M, K; = 0,5857 M & Vax = 86,956.10° mol/min.L.
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Em seguida estes valores foram substituidos na Equacdo 31, obtendo o modelo dado

pela Equagéo 34.

v'(S) = 86,956.10° B - LI - 0,4274—8——] (34)
0.039+S + 1+0,1275. S

0,5857

Na Figura 63, estdo apresentados os resultados experimentais e previstos pelo

modelo, corrigido pelo fator f(S), para a enzima livre a 50°C.

® Afindade Enzimatica_experimental
— Atividade Enzimatica_modelo

30

20

Atividade Enzimatica (Ul/mL)

10

oo 04 08 12 16 20
S (mol/L)

Figura 63. Comparacio dos resultados experimentais e previstos pelo modelo,
corrigido pelo fator f(S) para a enzima livre, a 50°C.

Verifica-se pela Figura 63 que existe uma boa concordancia entre os valores

experimentais e o previsto pelo modelo cinético representado pela equacio 34.

b) Enzima imobilizada

Para a inulinase imobilizada foi utilizado o modelo cinético considerando apenas a
inibicdo pelo substrato. Inserindo os valores das constantes cinéticas experimentais
ajustadas na Equacdo 26, podemos verificar, analisando a Figura 46, que o modelo

apresentou um bom ajuste aos dados experimentais.
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Valores das constantes cinéticas ajustadas utilizando a metodologia de regressdo
néo-linear foram: K*=0,1070M, V*1,,,=36,90.10mol/min.L e K*=1,3548M

Utilizando 0 mesmo procedimento da enzima na forma livre, onde os parametros
cinéticos ajustados foram substituidos na equagio 35 e em seguida construiu-se a Figura 46.

S
Vs =36,90.107° : (35)

01070 +S +

1,3548

Na Figura 46 estdo apresentados os resultados experimentais e previstos pelo
modelo (Equagdo 35), para a enzima imobilizada em alginato de célcio a 50°C. Pode-se
verificar que houve um bom ajuste entre os dados experimentais e os valores previstos pelo
modelo, demonstrando a adequagdo do modelo, tanto para enzima imobilizada quanto para

a enzima livre.

241 @ Atividade Enzimatica_expenmentz

~ Atvidade Enzimaticamodelo

20

Atividade Enzimatica (Ul/imL)

00 0.4 08 1.2 18 20
S (moliL)

Figura 64. Comparagio dos resultados experimentais e previstos pelo modelo, corrigido pelo
fator f(S) para a enzima imobilizada em alginato de calcio a 50°C.
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4.6. Estudo da influéncia da glicose e sacarose na velocidade inicial da inulinase

O estudo da influéncia das concentra¢gdes de glicose e frutose na atividade
enzimatica foi realizado fixando-se a concentrag¢do de glicose e frutose (5. 10 e 15g/L) ¢
variando-se a concentragdo de sacarose (5, 10 e 20 g/L). Em seguida foram medidas as
velocidades iniciais. Todas as analises foram realizadas em um sistema de cromatografia de

ions (HPLC-PAD). Os resultados da cinética estdo apresentados nas Figuras 65a e b.

@ Frutose 0g/L
- Frutose_35 g/L
- Frutose_10gL
-&— Frutpse_15g/L

v
Atividade Enzimatica (Ul/mL)
— (¥ (F)

Sacarose (g/L)

(a)

-®- Glicose 0 g/l
& Glicose S gL
- Glicose_10g/L

~&~ (licose_ 15 g/L
4 4
3
1

Sacarose (g'L)

(b)

Atividade Enzimatica (Ul/mlL)
[

Figura 65. Velocidades iniciais de reacao para baixas concentracdes de sacarose (5, 10 e 20
g/L) e (a) frutose (5, 10 e 15 g/L) e (b) glicose (5, 10 e 15 g/L).
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A glicose ¢ frutose foram adicionadas em baixas concentragdes de sacarose (3, 10 e
20 g/L), onde ndo ¢ verificada a inibigdo pela sacarose. Analisando-se a Figura 65a, que
representa os resultados com a frutose nas concentragdes de 5 a 20 g/L, podemos verificar
que a medida que a concentragdo de frutose aumenta ocorre uma redugdo na atividade
enzimatica. Este mesmo efeito foi observado para a glicose (Figura 65b). O efeito inibidor,
no entanto, ndo ¢ significativamente diferente para as trés concentragdes destes agucares
testadas, podendo-se até afirmar que existe uma certa semelhanga entre as trés retas que
representam a inibigdo de glicose e frutose. Porém, verifica-se que a medida que a
concentragdo da sacarose aumenta ocorre um efeito de diminuigdo da inibi¢do provocada
tanto no caso glicose como da frutose, com tendéncia a contrabalangar ou eliminar o efeito
inibidor. Este fendmeno ¢ interessante e escassamente relatado na literatura, ndo havendo
elementos que possam explicar este comportamento da inulinase.

Todo este estudo foi realizado numa baixa concentragio de sacarose, evitando desta
forma a inibi¢do pelo substrato. Portanto, o que pode estar ocorrendo ¢ uma limitagdo da
acdo da enzima devido & baixa concentrag@o da sacarose o que é paulatinamente aliviado a
medida em que se aumenta sua concentragdo. A inibi¢do pela glicose e a frutose é leve, de
forma que € facilmente eliminada pelo aumento da concentragio de sacarose.

Este efeito da frutose e glicose em relacdo a atividade da inulinase também foi
estudado por Gupta er al (1980) com frutosiltransferase de Fusarium oxysporum. Os
autores observaram que a presenga de frutose (0,05 M e 0,1 M) favorecia um aumento da
atividade enzimatica, no entanto, a adigdo de glicose apresentava uma inibigdo competitiva.
Verificaram também que o alto grau de inibi¢@o, apresentado pela glicose indicava que
ap6s a glicose ligar-se mais firmemente ao centro ativo, a transferéncia de frutose poderia

ser feita mais fécil, provavelmente favorecendo a produgdo de frutooligossacarideos.

4.6.1. Estudo cinético da inibicio da glicose e frutose na velocidade inicial da inulinase

Para determinar o tipo de inibicdo que ocorre na presen¢a de glicose e frutose,
foram construidos gréaficos de 1/v em funcédo de 1/S e de S/v em fungdo de S. Os resultados
estdo apresentados nas Figuras 66a e b e 67a e b. A partir das analises das Figuras 66 e 67
néo foi possivel identificar o tipo de inibi¢do exercido pela frutose e glicose, em baixas

concentracdes tanto de sacarose como destes dois agucares
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Figura 66. Grafico aplicado para as taxas iniciais de reacido para a inulinase na presenca de
(a) frutose e (b) glicose em baixas concentra¢des de sacarose.
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Figura 67. Grafico aplicado para as taxas iniciais de reacio para a inulinase na presenca de
(a) frutose e (b) glicose em baixas concentragdes de sacarose.
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Como uma nova tentativa de avaliar a inibi¢ao e também para o estudo da atividade
de transfrutosilag@o da enzima, foi realizado um novo estudo utilizando altas concentragdes
de sacarose (150, 300 e 500 g/L) e adigdo de frutose e glicose (25, 50 e 75 g/L). Em seguida
foram medidas as velocidades iniciais. As andlises foram realizadas em um sistema de
cromatografia de ions (HPLC-PAD) (Figuras 68a ¢ b).

Nesta faixa de concentragdo de sacarose (150, 300 e 500 g/L) € visivel a inibi¢io da
enzima pelo substrato. Na Figura 68a estdo apresentados os resultados do estudo cinético
realizado com a frutose. De acordo com os resultados, pode-se verificar uma diminuigio da
atividade enzimdtica com o aumento da concentragdo de frutose. Sendo que a 50 g/L de
frutose, verificou-se uma maior atividade quando comparado com 25 e 75 g/L. Em relagdo
a glicose (Figura 68b). pode-se verificar que a atividade enzimatica na presen¢a de 75g/L
de glicose foi maior do que a 25 g/L e 50 g/L. Este aumento ndo foi proporcional ao
aumento da concentragdo do aceptor no meio de reagdo. Devido a poucas informagdes
encontradas na literatura a respeito do comportamento cinético da inulinase, torna-se
interessante um estudo mais detalhado de forma a obter resultados mais conclusivos em
relagdo a esta enzima.

O estudo da capacidade de hidrolise e de transfrutosilagdo desta enzima foi realizada

com maiores detalhes no capitulo de Sintese de oligossacarideos.
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Figura 68. Velocidades iniciais de rea¢ao para sacarose (150, 300 e 500g/L) e
(a) frutose (25, 50 e 75 g/L) e (b) glicose (25, 50 e 75 g/L).
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4.7. Sintese de frutooligossacarideos a partir da inulinase

A sintese dos frutooligossacarideos vem sendo amplamente estudada, utilizando
enzimas com alta capacidade de transfrutosilag@o, que sdo enzimas obtidas principalmente
de fungos, tais como: Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Aureobasidium pullulans,
Fusarium oxysporum (Hidaka et al., 1988; Su er al., 1990; van Blaken ef al., 1991, Gupta et
al., 1994). A cinética de acdo destas enzimas desperta grande interesse, pois ¢ através dela
que se conhece 0 mecanismo de agdo destas enzimas. Um dos estudos cinéticos mais
importante encontrado na literatura foi o realizado por Jung er al., (1989) e confirmado por
Duan er al., (1994). Jung et al., (1989) estudaram a agéo de transfrutosilagdo da enzima de
Aureobasidium pullulans. Os autores propuseram um mecanismo para a reagio de producdo
de frutooligossacarideos, cuja formagdo ocorre de uma maneira desproporcional. A partir
da sacarose, que atua tanto como doador quanto aceptor, verifica-se a formagao de glicose
e kestose. Em seguida, a medida que a concentragio de kestose no meio reacional vai
aumentando verifica-se a formagao de nistose. A formagio de 1-frutosilnistose é favorecida
pela concentragdo de nistose, sendo que a glicose acumulada no meio de reagéo atua como
inibidor competitivo. Duan ez al., (1994) estudaram também a agZo de transfrutosilagdo, de
uma enzima obtida de Aspergillus niger que apresentou um comportamento similar ao
verificado realizado por Jung et al., (1984), onde o modelo proposto prediz de maneira
bastante satisfatéria o comportamento da enzima. Estes dois processos podem ser

esquematizados da seguinte forma:

1.2GF— GF,+F  (transfrutosilagio)
2. GF, —»GF; + GF (transfrutosilacdo)
3. GF; —GF4 + GF; (transfrutosila¢do)
4. GF3—> GF,; +F  (hidrolise)

Baseando-se em dados da literatura, estudou-se neste trabalho, a cinética de sintese
de frutooligossacarideos pela enzima inulinase de Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus. Em trabalhos anteriores verificou-se que esta enzima apresentava uma agio

hidrolitica, além daquela de transfrutosilacdo (Santos, 1998). Pelos resultados observados
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neste e nos trabalhos anteriores, pode-se sugerir um mecanismo de reagdes durante a sintese

dos frutooligossacarideos pela a¢do da inulinase como segue:

1.GF—»> G+F  (hidrolise)
. GF+F—>GF, (transfrutosilagio)
. GF, +F ->GF; (transfrutosilagao)
4. GF3— GF; +F (hidrélise)
.GF; > GF + F (hidrolise)

[ ]

L)

N

Este mecanismo proposto difere dos mecanismos encontrados na literatura, ja que a
agdo hidrolitica das outras enzimas ndo é tdo acentuada quanto a observada na inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus. E importante ressaltar que a acdo de
transfrutosilag@o, tanto para as enzimas obtidas de fungos quanto para as enzimas obtidas a
partir de leveduras, s6 € favorecida quando a sintese ocorre em altas concentragdes de
substrato (acima de 45% de sacarose), e na medida em que a concentragdo de sacarose
diminui no meio de reagdo verifica-se a hidrélise dos oligossacarideos, apresentando no
final do processo apenas glicose e frutose. Em relagdo a inulinase, a acdo hidrolitica atua
simultaneamente a a¢do de transfrutosilagdo, ja que durante a sintese verifica-se a formagao
de glicose, frutose, kestose e nistose. Assim, com o objetivo de conhecer melhor o
comportamento desta enzima, foram realizados varios estudos aplicando técnicas de
planejamento experimental para sintese com a enzima livre e imobilizada. Para um estudo
comparativo realizou-se a sintese dos frutooligossacarideos utilizando a enzima em reator

de mistura € em coluna empacotada. Os resultados estdo apresentados a seguir.

4.7.1. Producdo de frutooligossacarideos utilizando a técnica de planejamento

experimental

Para o estudo da sintese foi realizado um planejamento fatorial fracionério para
verificar quais as varidveis que apresentam efeitos significativos na produgio dos
frutooligossacarideos. Assim, foi estudada a influéncia da temperatura, pH, concentracio de
sacarose e concentragdo de enzimas na producéo dos frutooligossacarideos. O planejamento

2! ¢ um exemplo de fatorial fraciondrio de resolugdo quatro. Neste tipo de planejamento
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os efeitos principais ndo se misturam com as interagdes de dois fatores, mas estes, por sua
vez, misturam-se entre si. Quem determina a resolu¢do de um fatorial s@o as suas relagdes
geradoras.

O planejamento fracionario é uma excelente ferramenta quando se deseja avaliar
dentre as quatro varidveis estudadas quais sdo as estatisticamente significativas para a
realizacdo de um planejamento fatorial completo.

As respostas avaliadas foram hidrélise da sacarose, produgdo de
frutooligossacarideos, glicose e frutose.

Na Tabela 48 estio apresentados os resultados obtidos no planejamento
experimental fracionario em fun¢ao da porcentagem de producao de frutooligossacarideos e

na Tabela 49 estdo os valores dos efeitos estimados.

Tabela 48. Resultados do planejamento experimental (2*') em porcentagem
de frutooligossacarideos produzidos.

ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes (%)

pH T (°C) Cs Ce glicose  frutose sacarose  FOS
01 5,0 40 450 4 3831 29.83 25,88 5,98
02 6,0 40 450 6 21,14 12,16 59,99 5,92
03 5,0 50 450 6 35,48 28,77 26,92 8,81
04 6.0 50 450 4 38,56 31,33 17,46 12,65
05 5,0 40 650 6 32,27 29.59 33,17 5,00
06 6,0 40 650 4 16,34 14,76 66,64 4,26
07 5,0 50 650 + 32,00 30,88 33,24 3,87
08 6.0 50 650 6 32,62 30,13 31,29 4,63
09 o 45 550 3 31.59 31,48 22,59 4,95
10 5.5 45 550 5 33.96 35,17 26,39 4,47
11 3.5 45 550 5 33,71 35,41 26,50 5,21

FOS= frutooligossaarideos: kestose + nistose + frutosilnistose

Tabela 49. Efeitos estimados para sintese de frutooligossacarideos no
planejamento experimental fracionario.

Efeito Erro Limite de Limite de

Estimado padrio t P confian¢a  confianca
-95% + 95%
Média* 5,977 0,113 52,807 0,0035 5,490 6,464
pH 0,950 0,265 3,578 0,069 -0,192 2,092
T(°C) * 2,200 0,265 8,287 0,142 1,057 3,342
Cs* -3,900 0,265 -14,692 0,004 -5,042 -2,757
_Ce -0,600 0,265 -2,260 0,152 -1,742 -0,542

* variaveis significativas
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O estudo da eficiéncia da inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
nas condi¢des determinadas no planejamento fracionério foi realizado num tempo de 12
horas de sintese. Analisando os resultados deste planejamento experimental observa-se que
tanto a temperatura quanto a concentracdo de sacarose apresentam efeitos significativos no
processo. Em relagdo a temperatura pode-se observar um efeito positivo verificado pelo
aumento na concentra¢do de frutooligossacarideos quando passa da condi¢io de 40°C
(nivel 1) para a condigdo de 50°C (nivel +1). Em relagdo a concentragdo de sacarose,
verifica-se um efeito negativo quando passa da condigfo de 450 g/L (nivel —1) para a
condigdo de 650 g/L (nivel +1). De acordo com os resultados obtidos, a melhor condi¢do
verificada foi: pH 6,0, temperatura 50°C, concentragdo de sacarose 450 g/L e concentracao
de enzima 4 UlmL, com uma produgdo de 60g/L de frutooligossacarideos, o que
corresponde a aproximadamente 12% do total de aglcares produzidos com 5 horas de
sintese.

Na Tabela 50, estdo apresentados os resultados em termos de produtividade de
frutooligossacarideos, sacarose, glicose e frutose com a enzima livre. Tanto o ensaio 4
quanto o ensaio 3, apresentaram resultados bastante satisfatorios em relagdo a produgio de
frutooligossacarideos, sendo 12 g/L.h para o ensaio 4 (pH 6,0, T= 50°C, concentragio de
sacarose 450 g/L e concentragdo de enzimas 4 UI/mL) e 10 g/L.h para o ensaio 3 (pH 5,0,
T = 50°C, concentragdo de sacarose 450g/L e concentragdo de enzimas 6 Ul/mL).

A partir da andlise dos resultados do planejamento fracionario, onde as varidveis
estudadas ndo apresentaram efeitos significativos ao processo, ndo foi necessario um novo
planejamento fatorial completo com o objetivo de otimizagdio da producdo, ja que os

resultados obtidos foram similares ao verificado por Santos & Maugeri (1999).
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Tabela 50. Resultados do planejamento em termos de produtividade de
frutooligossacarideos.

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes (g/L.h)
pH T (°C) Cs Ce Glicose Frutose Sacarose FOS
01 5,0 40 450 - 16,76 13,05 11,52 2,62
02 6,0 40 450 6 12,43 T, 12 35,12 3,87
03 5,0 50 450 6 40,29 32,67 30,58 10,01
04 6.0 50 450 4 36,69 29,82 16,62 12,04
05 5,0 40 650 6 25,38 23,25 26,09 3,93
06 6,0 40 650 - 15,90 14,36 62,92 4,14
07 5,0 50 650 4 2927 28,24 30,40 3.54
08 6,0 50 650 6 30,38 2933 29,11 4,31
09 5.5 45 550 5 29,51 29,39 30,63 3,88
10 a5 45 530 5 29.42 30,47 22,87 3,87

11 55 45 550 5 26,34 27,66 20,70 3.42

FOS= frutooligossaarideos: kestose + nistose + frutosilnistose

4.7.2. Influéncia de aceptores (maltose, lactose, glicose e frutose) na produgio de
frutooligossacarideos

Nesta etapa foi estudado o comportamento da inulinase na presenca de aceptores. E
importante ressaltar que ao se utilizar maltose como aceptor, tanto a identificacdo quanto a
quantificagdo ficou comprometida pela superposi¢do dos picos da maltose e do
frutooligossacarideo identificado como kestose (GF,). Para a lactose ndo ocorreu uma
alteragdo significativa na produgdo de frutooligossacarideos. Entretanto, quando foram
utilizadas frutose e glicose como aceptores foi verificado um comportamento bastante
interessante, principalmente em relagdo a glicose. A partir destes resultados, foi realizado
um estudo mais detalhado com a glicose e frutose. Os resultados estdo apresentados no item

4.7.3.

4.7.3. Sintese de frutooligossacarideos utilizando glicose ou frutose como aceptor

O estudo da sintese de frutooligossacarideos foi realizado fixando a concentragdo de
sacarose em 500 g/L e variando-se as concentragdes de glicose e frutose (50, 150 e 200 g/L
a 50°C e pH 6,0). As amostras foram analisadas por cromatografia liquida (HPLC-PAD).

Nas Figuras 69 a 74 estdo apresentados os resultados da sintese.
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Figura 69. Sintese de oligossacarides a 500 g/L de sacarose e 50 g/L de frutose.
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Figura 70. Sintese de oligossacarides a 500 g/L de sacarose e 50 g/L de glicose.
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Figura 71. Sintese de oligossacarides a 500 g/L de sacarose e 150 g/L de frutose.
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Figura 72. Sintese de oligossacarides a 500 g/L de sacarose e 150 g/L de glicose.
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Figura 73. Sintese de oligossacarides a 500 g/L de sacarose e 200 g/L de frutose.
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Em todas os experimentos foram identificados dois novos oligossacarideos, que de
acordo com o tempo de retengcdo ndo correspondia nem a Kestose, nistose ou 1-
frutosilnistose. Assim, foram denominados de oligol e oligo2. O oligol foi formado
quando a sintese foi realizada nos experimentos contendo glicose nas concentracdes de 150
e 200 g/L (Figura 72 e 74), sendo que a maxima concentra¢do encontrada do oligol ficou
em torno de 9 g/L com 150 g/L de glicose. Entretanto, a formagao de oligo2 alcangou a
maxima concentragdo de 30 g/L com 50 g/L de glicose (Figura 70).

Também nesta condi¢do verificou-se um pico significativo de nistose,
aproximadamente 43 g/L, e com 200 g/L de glicose obteve-se, para o mesmo pico,
aproximadamente 50 g/L. Uma outra diferenga encontrada nestas duas condigdes de sintese
foi quanto ao tempo em que a méxima concentragdo de nistose é atingida. Para 150 g/L de
glicose a nistose alcanga a méxima concentragdo com 7 horas (Figura 72) de sintese
enquanto que para 200 g/L de glicose a maxima concentracdo de nistose € alcan¢ada com
apenas 2 horas de sintese (Figura 74). Em ambos os casos a hidrdlise é bastante acentuada
logo apds o pico de maxima concentragdo. Para a kestose, a maxima concentragdo foi
obtida ap6s 3 horas de sintese na presenca de 150 g/L de glicose.

Para as sinteses com adigdo de frutose, o comportamento foi totalmente inverso ao
esperado (Figuras 69, 71 e 73). A maxima producio de kestose foi verificada na
concentragdo de 50 g/L de frutose e com um tempo de 3 horas de reagdo obteve-se 8 g/L.
Para oligo2, a maxima produgao (9,5 g/L) foi obtida com 150 e 200 g/L de frutose, apés 10
horas de sintese.

Para a inulinase de Kluyveromyes marxianus var. bulgaricus, verificou-se que a
presen¢a de glicose estimulava a produgdo dos oligossacarideos enquanto que a frutose
inibe. Este comportamento foi oposto ao verificado por outras enzimas com atividades de
transfrutosilagdo, ou seja, a glicose atua como inibidor competitivo e inibe a produgao dos
frutooligossacarideos. S@o os casos das enzimas de Fusarium oxysporum, Aspergillus
Japonicus TIT-KIJI, Aureobasiudium pullulans (Gupta et al., 1989, Jung et al., 1989, Duan
etal., 1994).

Dos resultados apresentados na Tabela 51, verifica-se que a melhor condigédo para a

sintese de oligossacarideos foi 500 g/L de sacarose mais 200 g/L de glicose no pH 6,0, a
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50°C. E importante ressaltar a necessidade de mais estudos para que se possa chegar a

resultados mais conclusivos.

Tabela 51. Valores dos Oligossacarideos em diferentes condi¢bes de sintese.

Oligossacarideos Frutose (g/L) Glicose (g/L)
50 150 200 50 150 200
Kestose 8 2.5 2,5 7 10 6
Nistose 1 1 1 9 43 50
Oligo 1 - - - - 9 6
Oligo 2 ] 9,5 9,5 30 9 20
Total 10 13 13 46 71 82

4.8. Sintese de frutooligossacarideos com inulinase imobilizada
4.8.1. Sintese de frutooligossacarideos com a inulinase imobilizada em reator de
mistura

A sintese foi realizada em batelada utilizando um reator encamisado com um
volume de 200 mL. No reator foram adicionados 150 mL de solugiio de sacarose a 50%,
mais as esferas contendo a enzima imobilizada com uma atividade enzimatica inicial de 25
Ul/mL de esferas, perfazendo uma atividade enzimatica final de 6 UI/mL de solugdo de
sacarose. Todo o processo foi mantido a 50°C. Na Tabela 52 e Figura 75 estdo apresentados
os resultados da sintese.

De acordo com os resultados podemos verificar que apds 7 horas de sintese mais de
90% da sacarose inicial foi hidrolisada. Com 2 horas de sintese obteve-se 25,16 g/L de
kestose, sendo que a maxima concentracdo € alcangada com 3 horas de sintese (26,06 g/L).
em relagdo a nistose, com 5 horas de sintese obteve-se 29,81 g/L. Entretanto, na medida em
que a concentragdo de sacarose comega a diminuir, o processo de hidrolise dos
oligossacarideos formados torna-se mais intenso, prevalecendo assim a atividade hidrolitica
verificada pela formagao de glicose e frutose. No inicio da sintese, quando a concentracio
de sacarose € alta, a atividade de transfrutosilagdo ¢ mais significativa, verificando-se a

formag@o dos oligossacarideos. Apos 7 horas de sintese pode-se verificar que praticamente
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todos os oligossacarideos foram hidrolisados (Figura 75). Este mesmo comportamento foi
também verificado em varios trabalhos encontrados na literatura (Duan et al., 1994; Jung et
al., 1989, Kitakano ef al., 1998; Park & Almeida, 1991; Hayashi et al., 1992; Patel et al.,
1994; Yun et al., 1996. Wang et al., 2000; Euzenat et al., 1997).

No entanto, a presenga dos frutooligossacarideos caracteriza a atividade de
transfrutosilacdo da inulinase, que € uma enzima mais conhecida pela sua atividade
hidrolitica. Esta capacidade de transfrutosilagdo também foi detectada em invertase de
Saccharomyces cerevisae, enzima esta conhecida pela sua ag¢@o hidrolitica (Straathof ez
al.,1986). Na reagdo de hidrélise da sacarose com invertase, em altas concentragdes de
sacarose, foi identificada a formagéo de trissacarideos ndo redutores: 1-kestose, 6-kestose e
neokestose e simultaneamente os dissacarideos redutores D-glicose e D-frutose.

Para descrever um modelo cinético que caracterize o processo de sintese de
oligossacarideos por inulinase de Kluyveromyces marxianus var bulgaricus, ¢ necessario
obter informagdes detalhadas do processo. Até o presente estudo, sabe-se que a enzima
durante a sintese de frutooligossacarideos apresenta dois tipos de atuagdo (hidrélise e
transfrutosilagdo) em altas concentragdes de sacarose (400-600 g/L), e que a formacdo de
glicose, frutose, kestose e nistose € verificada nas primeiras horas. A concentra¢do de
alicose superior a de frutose, pois a frutose que esta sendo liberada inicialmente € utilizada
para formagio de dos frutooligossacarideos. O pentassacarideo 1-frutosilnistose foi
detectato em alguns processos, em concentragdes inferiores a 1 g/L.

Tabela 52. Produgio de frutooligossacarideos a partir da sacarose utilizando inulinase
imobilizada em alginato de calcio em reator de mistura.

Amostras Glicose (G) Frutose (F) Sacarose (GF) Kestose (GF;) Nistose (GF3)

(h) g/L g/L g/L g/L g/L
0,0 - % 500,13 s .
0,5 19,55 2436 407,15 11,13 6.99
1,0 24,87 36,54 317,99 17,60 12,45
2,0 04,72 7,35 246,43 25,16 13,46
3,0 128,88 116,79 183,75 26,04 24,18
4,0 146,91 150.09 125,33 23,73 26,03
5.0 171,95 179.13 67,27 5,99 29.81
6,0 199.24 201,77 47,93 1,33 9,01
7,0 215,23 211,48 41,77 1,24 7.77
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Figura 75. Produciao de Frutooligossacarideos a partir de uma de solu¢io com 50%sacarose.
A sintese foi realizada a pH 5,0 a 50°C.

4.8.2. Sintese de frutooligossacarideos com a inulinase imobilizada em reator tubular

A sintese de oligossacarideos utilizando a enzima empacotada foi realizada em uma
coluna (2.3 x 25 cm) contendo 60 cm’ de leito com a inulinase imobilizada com uma
atividade enzimatica de 6 Ul/cm’® de coluna. A alimentagdo foi realizada com uma solugdo
de 50% de sacarose a pH 6,0 e 50°C.

Para o célculo das taxas de conversdo (t = tempo de residéncia) foi utilizado o

método conforme descrito por Ettalbi & Baratti (2001).

V..
- h = leito
()= Ve
Onde,
Vleno = Vco!una - Vcsfcras

Vieie= volume de leito (cm®)
Veoluna= volume total da coluna (cm’)
Vesteras= volume de esferas contendo a enzima imobilizada (cm”)

F(cm®/h) = vazdo de alimentacdo da coluna (cm3fh)
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Na Tabela 53 e 54 estao apresentados os resultados obtidos com a inulinase

imobilizada em alginato e empacotada na coluna e no reator de mistura.

Tabela 53. Producio de frutooligossacarideos a partir da sacarose utilizando

inulinase imobilizada em alginato de calcio, reator tubular.

Tempo de residéncia (1) Carboidratos (%)

horas Glicose Frutose Sacarose Fos
0,5 100
1,0 9.46 10,29 79,25 0,99
2,0 32.24 27,30 34,29 6,17
25 39,24 35,78 20,00 4,98
3,0 31,34 28,44 35,70 4,52
3,5 36,12 38,63 22,04 3,22
4,0 33,57 33,89 23,06 9,48
5,0 41,95 37,50 18,71 1,84
10,0 45,59 42,87 8.05 3.50

FOS= frutooligossacarideos: kestose + nistose + frutosilnistose

Tabela 54. Producio de frutooligossacarideos a partir da sacarose utilizando

inulinase imobilizada em alginato de calcio, reator de mistura.

Tempo Carboidratos (%)
horas Glicose Frutose Sacarose Fos

0,0 100

0,5 4,17 5,19 86,79 3,86
1,0 6,07 8,93 77,66 7,34
2,0 20,28 18,70 5276 8,14
3,0 26,87 24,35 38,31 10,47
4,0 31,12 31,79 36,55 10,54
5,0 37,79 39,49 14,83 7,89
6,0 43,38 43,93 10,44 2,25
7,0 45,08 4429 8,73 1,89

FOS= frutooligossacarideos: kestose + nistose + frutosilnistose

Na produgdo continua de frutooligossacarideos (Tabela 53), a formagdo dos

frutooligossacarideos aumenta com o decréscimo do fluxo de alimentacdo, o que

corresponde ao aumento do tempo de residéncia. Com um tempo de residéncia de 4 horas

obteve-se 9,48% de conversdo em frutooligossacarideos, o que corresponde a um fluxo de
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alimentagdo de 0,18 mL/min. Para tempos de residéncias superiores a 4 horas, ocorre uma
menor conversdo devido o favorecimento da hidrélise dos oligossacarideos. No processo
em batelada (reator de mistura e enzima livre) os melhores resultados foram alcangados
com 4 horas de sintese.

Analisando os resultados podemos verificar que a sintese de oligossacarideos
utilizando a enzima livre, atingiu 0 maximo com 4 horas de sintese (9,5%). Resultado
similar foi encontrado com a enzima imobilizada empacotada em coluna. No reator de
mistura, 0 maximo também foi alcangado com 4 horas (10,5%), sendo que apds alcangar a
maxima concentrag@o os frutooligossacarideos foram rapidamente hidrolisados.

Fazendo um estudo comparativo entre os trés processos realizados, pode-se dizer
que ¢ bastante viavel utilizar a enzima imobilizada em coluna na produgdo de
frutooligossacarideos. Os resultados da sintese estdo apresentados na Figura 76.

Nio foram, portanto, verificadas diferencas significativas entre os trés processos
estudados, sendo que a produgdo maxima de frutooligossacarideos utilizando a enzima livre
ou imobilizada em leito fixo e reator de mistura foi de aproximadamente 50 g/L.

Sabe-se que a méaxima ingestdo diaria de frutooligossacarideos recomendada, para
humanos, ¢ de 8 a 10 g/dia (Spigel et al., 1994). Pensando em uma possivel aplicagdo do
xarope obtido por este processo, enriquecido com frutooligossacarideos, baseando-se num
refrigerante como exemplo, que normalmente contém em torno de 15% de agucares, o que
corresponde a 33% da concentragdo do xarope, obtido neste trabalho, 0 que representa uma
diluicdo de 1/3. Assim a concentragdo de frutooligossacarideos no refrigerante seria de 15
g/L. Significando que um adulto poderia tomar até quase um litro deste refrigerante por dia
contendo o xarope enriquecido com frutooligossacarideos, para obter os beneficios do
produto. Assim sendo, a utilizagdo deste xarope € tecnicamente viavel, necessitando apenas

de uma dilui¢éo, tornando o processo vidvel para possivel explora¢do industrial.
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Figura 76. Perfil da produgio de frutooligossacarideos utilizando enzima livre, enzima
imobilizada com alginato de calcio em reator de mistura e tubular.
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5. Conclusao

Neste trabalho, quatro enfoques principais foram explorados: produgdo e
purificagdo da enzima inulinase produzida por Kluyveromyces marxianus var bulgaricus
ATCC 16045, sua caracterizagdo quanto aos parametros operacionais e de estabilidade
térmica, a cinética de hidrélise da sacarose e sintese dos oligossacarideos, e a aplica¢do da
enzima na forma livre ou imobilizada em alginato de calcio. As conclusbes sdo
apresentadas a seguir:

Producgdo e purificacdo

Nos estudos de produgdo verificou-se que apés a otimizagdo por planejamento
experimental em frascos agitados, foi possivel a obten¢ao de uma alta atividade enzimatica.
A atividade enzimatica atingiu 301 UI/mL, ap6s 72 horas de fermentagdo a 23°C e pH 3.4.
Esta atividade foi a maior ja obtida com este microrganismo.

Quanto a purificagdo da enzima verificou-se que com valores de pH de 4,0 a 4,5,
valores estes abaixo do ponto isoelétrico, utilizando uma coluna de troca catidnica (SP-
Sepharose FF), ndo obteve-se bons resultados. A purificagdo feita em valores de pH acima
do ponto isoelétrico, utilizando uma coluna de troca anidnica (Q-Sepharose) favoreceu a
adsor¢do da enzima. O experimento a pH 6,0 apresentou os melhores valores de
purificagdo, obtendo o fator de purificagdo de 23,86 vezes em relagdo ao caldo bruto e um
rendimento de recuperacio de 86,06% e uma relagdo de S/I de 7,27.

Imobilizag¢do em alginato de cdlcio

Em relagdo a enzima imobilizada em alginato de calcio verificou-se que as melhores
condi¢des que proporcionaram melhor estabilidade em alginato de calcio, foram 3,5% de
alginato e 0,02M de CaCl,.

Caracterizacdo da inulinase na forma livre e imobilizada em alginato de cdlcio

Os estudos realizados com a finalidade de caracterizagdo da enzima livre mostraram
que a inulinase purificada e do caldo bruto apresentaram uma boa estabilidade quando
foram estocadas durante 4 a 8 meses, respectivamente. A enzima do caldo bruto perdeu
38% da atividade inicial com 8 meses de congelamento. Quanto ao pH, verificou-se que a
enzima livre em tampao acetato de sédio 0,1M apresentou maior atividade em uma ampla
faixa de valores de pH (4,4 a 4,8). Para a enzima imobilizada em alginato de célcio a

maxima atividade enzimatica foi obtida a pH 4.4.
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Nos estudos do efeito da temperatura na atividade enzimatica obteve-se as maximas
atividades a 63 e 57,5°C para a enzima livre e imobilizada, respectivamente. A estabilidade
térmica foi avaliada em termos da meia vida da enzima livre e imobilizada. Verificou-se
que o processo de imobilizacdo em alginato de célcio torna a inulinase menos estavel,
sendo encontrada uma meia vida de 228.8 horas (9,5 dias) e 138 horas (5,7 dias), a 50°C,
para enzima livre e imobilizada, respectivamente.

A modelagem matematica da atividade em fungdo do tempo e da temperatura se
ajustou bem aos dados experimentais e possibilitou prever as temperaturas 6timas de
operacdo da enzima, sendo estas 53°C para a enzima livre e 45°C para a enzima
imobilizada. Estas temperaturas de operagdo permitem prever uma maior utilizagio da
enzima no tempo, mantendo uma atividade que permite boas produtividades.

Os valores das Energias de Ativagdo da rea¢do (E,) e da desnaturacdo (E4) foram
16.42 e 127,66 Kcal/mol para a enzima livre e 13,53 e 74,50 Kcal/mol para a enzima
imobilizada, respectivamente. A baixa energia de desnatura¢io da enzima imobilizada em
relacdo a enzima na forma livre é importante no uso de reatores continuos, tendo como um
dos objetivos aumentar o tempo de vida util do biocatalizador tornado o processo
economicamente viavel.

Estudo cinético

Quanto 4 modelagem cinética esta foi ajustada a0 modelo de Michaelis-Menten com
inibi¢do pelo substrato, aplicando um fator de corre¢do que leva em conta a variagio da
difusividade em fun¢do da prépria concentragdo de substrato. As constantes do modelo sdo:
K= 0,0389 M, Vinax = 126,87.10° mol/min.L e K; = 0,3855 M.

Quanto a modelagem cinética da enzima imobilizada, os dados experimentais foram
ajustados pelo modelo de Michaelis-Menten considerando a inibigdo pelo substrato, sem a
necessidade de adicionar um fator de corre¢do como na enzima livre. As constantes do
modelo foram: K*,= 0,0969 M, V¥, = 33,44.10° mol/min.L e K® = 3,527 M.

Quanto a modelagem cinética o modelo de inibi¢do pelo substrato de Michaelis-
Menten apresentou um bom ajuste tanto para a enzima na forma livre quanto para a enzima
imobilizada. Para a enzima na forma livre foi necessario levar em conta o fator de corre¢ao

que relaciona a difusividade da sacarose em fungdo da concentragéo.

146



Ca ne f wides

Sintese de oligossacarideos

Em relagdo a influéncia da concentragdo de glicose e frutose na atividade
enzimadtica, pode-se verificar que o aumento da concentra¢do de glicose ou frutose em
baixas concentra¢des de sacarose promove reducdo na atividade enzimética, mas com o
aumento da concentragdo de sacarose este efeito de inibi¢do provocada pela glicose ou
frutose diminui.

No estudo realizado para a produgéo de frutooligossacarideos utilizando a técnica de
planejamento experimental, a melhor condi¢do foi: concentragdo de sacarose a 45%,
concentragdo de enzimas 4,0 Ul/mL, temperatura de 50°C e pH 6,0. Convém ressaltar que,
de acordo com o planejamento experimental apenas a temperatura apresentou efeito
significativo.

A influéncia de aceptores na sintese enzimética apresentou resultados muito
interessantes, sendo que a glicose estimula a formagdo de oligossacarideos e a maxima
concentragdo obtida foi de 82 g/L com 500 g/L de sacarose e 200 g/L de glicose. Em todas
as condi¢des observou-se a formagdo de dois novos oligossacarideos denominados de
oligo] e oligo2.

Para o estudo realizado com a enzima imobilizada em alginato de calcio, verificou-
se que ndo houve diferengas significativas na produgdo de frutooligossacarideos tanto para
a sintese em reator tubular, reator de mistura e enzima na forma livre. Estes resultados sdo
importantes visto as vantagens ao se trabalhar com a enzima imobilizada.

Quanto a viabilidade do processo, pode-se verificar que a aplicagdo industrial do
produto obtido neste trabalho ¢ bastante interessante. O xarope contendo glicose e frutose e
enriquecido com frutooligossacarideos, pode ser utilizando nas industrias alimenticias,
possivelmente como um substituto do xarope convencional, em produtos como: cereais,

iogurtes, achocolatados, doces, bebidas carbonatadas ou néo, entre outros.
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ANEXO 1

Cabral (1989) realizou um estudo em relagao a fatores de corregdo para taxas iniciais de reagdo sobre
a cinética de inibicdo pelo substrato, utilizando trabalhos da literatura. Inicialmente escreveu-se as taxas
iniciais de reag@o observadas como:
Vobs=V" (S) o)
Onde:
Vope— taxa inicial de reagdo observada
v'= taxa inicial de reagdo seguindo o modelo de inibigdo pelo substrato.

f(S)= fator de corregdo (desvio da cinética de inibigdo pelo substrato)
Em seguida foram feitas trés suposigdes em relagéo ao fator de corregdo f(S).
1° Suposicio
f(S) = W¢/W, (como sugerido por Bowski er al., 1971) (2)
onde:
W= concentragdo de dgua livre

W= concentragdo de agua total (livre + ligada)

A diferenca entre a concentragio de agua livre (W) e a concentragao de dgua total (W), se deve ao

efeito de ligagdo de agua na molécula de sacarose (corresponde ao numero de hidratacéo n).

As seguintes real¢des a seguir, podem ser escritas:

-3428

“rt o [P—] (3)
18

W, =W, -nS @)

Através de tabelas da literatura sobre densidades de solucdes de sacarose, pode-se escrever a
densidade da mesma como uma fungdo linear da concentragéo:
p=p, +33 Q)
onde:
p= densidade da solugdo (g/L)
p,= densidade da 4agua (g/L)
S= concentragdo da sacarose (mol/L)
n= numero de hidratagdo

& = constante de proporcionalidade (g/mol)
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W, W, -nS
3. ®)
W, W,
substituindo-se as equagdes 3 e 5 em 6, obtém-se
)% .
S e 1005 @
W, p, +(6-342)S
2% suposiciao
W
f(S)=—+ 8
(S) W ®)

o
onde:
W¢= concentragdo de dgua livre
W,= concentragdo de agua pura
O argumento para esta suposicéo, ¢ analoga a anterior, ou seja, que a d4gua ligada ndo seja disponivel

areacdo e que a mesma influencie na formagéo de produtos de reagéo, pelo seguinte mecansimo:

Ki

E+S a——®ES e ES+Wy — P P

K-

A partir destas suposigoes,

v=K,. ES. w; (&))]
Via= ka. Ee. W, (10)
Desta forma:
W
Vs = i—t (11
W

Pelas equagbes 4, Se

W, = (12)
18
obtém-se
W, _p-3428 o (13)
18
W, = (p, —88) 3428 RS (14)
18 18
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Obtém-se a equagao geral na forma:

W, .. 18 [ 5 342 ].S

+
W, p,

3% suposicao

onde

D(S)= difusividade molecular da sacarose a concentragao S de sacarose

D,= difusividade molecular da sacarose a diluigdo na infinita

(15)

(16)

Bowski et al., (1971) testou esta corre¢do de forma indequada, ja que utilizou a corregdo nas

equagdes de stokes-Einstein e Michaelis-Menten € nao sobre a cinética de inibi¢do pelo sustrato.

Segundo os dados de English e Dole (citato por Cabral, 1989), em que a difusividade D(S) decresce

linearmente com a concentragdo de sacarose em % em peso, € a extrapolagao de D(S)=0 ¢ assumida ao redor

de 81% em peso, como ilustrado abaixo.

A

Onde

X = concentragdo de sacarose em (g/g)

X'=081g/g

Assim sendo, tem-se:

f(S)zrl);S)ﬂ—x]_)_(

[+]

a7
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Como normalmente trabalha-se com a concentragdo de sacarose em mol/L, a relagdo de correcdo

pode ser escrita na forma:

=5
P
onde:
S= concentragio de sacarose em mol/L
p=densidade da solu¢do em g/L

M= peso molecular da sacarose (342 g/mol)

Sendo:
P=p,+6 S
SM

X=——"
p,+0 S

obtém-se a relagdo geral na forma:

D(S) M S

Através de dados de densidade tabeladas na literatura, obtém-se:

Para 40°C = p = 99992 + 126,575. S

DSl _ 1-04255— 5
D 1+0,1276 S

o

Para T=50°C = p=9999.2 + 125,945. S

28 g S
D 10,1275 S

[s]

(18)

(19)
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