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CHALINE CAREN COGHETTO
Junho/2011
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A utilizagdo da enzima inulinase teve inicio com a descoberta de sua habilidade em
hidrolisar a inulina, um polimero vegetal, em frutose praticamente pura. As inulinases
sdo geralmente termoestaveis e comercialmente viaveis para aplicagdes industriais.
No entanto, uma producdo continua de frutose requer a utilizacdo de uma inulinase
imobilizada. As cepas de leveduras Kluyveromyces sp. tém obtido maior énfase na
producdo desta enzima. A principal desvantagem da utilizacdo de enzimas na forma
solivel como catalisador industrial é a sua baixa estabilidade. Para contornar este
problema, a imobilizacdo de enzimas tem sido proposta. Com base nestes aspectos, 0
objetivo deste trabalho consistiu em investigar o processo de imobilizacdo de inulinase
de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando argila montmorillonita Pogo A
como suporte inorganico. Foram realizados testes preliminares para a verificacdo da
melhor relacdo enzima:tampdo no processo de imobilizacdo e, apés, utilizou-se a
estratégia de planejamento de experimentos visando otimizar o processo, onde foram
avaliados os efeitos do tempo (0 a 120 minutos) e a relacdo enzima:tampéo. O
resultado obtido na razédo enzima:tampéo de 3:10 e 10 minutos de reacdo conduziu a
maior atividade especifica, correspondendo a 233,17U/mg proteina. A partir desta
condicdo o estudo da caracterizacdo parcial da inulinase imobilizada foi realizado
avaliando-se os efeitos do pH (3,5-5,5) e da temperatura (40 a 70°C) e a estabilidade
ao armazenamento a baixas temperaturas (4, -10 e -80°C). De forma geral, os
resultados obtidos na caracterizagdo permitiram concluir que a inulinase imobilizada
manteve sua atividade enzimatica estavel no periodo de tempo avaliado de 1968
horas para as baixas temperaturas e para as altas de 456 a 1826 horas. O pH de 3,5
conduziu a maior atividade especifica da enzima imobilizada. As constantes cinéticas
foram determinadas utilizando sacarose e inulina como substratos. Valores de K, de
1,46 e 0,38 mM, e vy de 0,2487 e 0,2396 mol/L.min, foram obtidos, respectivamente,
para sacarose e inulina.
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The use of inulinases began with the discovery of their ability in hydrolyzing the
substrate inulin, a plant polymer, in almost pure fructose. The inulinases are generally
thermostable and commercially available for industrial applications. However, a
continuous production of fructose requires the use of immobilized inulinases. The
strains of Kluyveromyces sp. have achieved emphasis for the production of this
enzyme. The main disadvantage of using soluble enzymes as industrial catalyst is their
low stability. To overcome this problem, the enzymes immobilization has been
purposed. Based on these aspects, the objective of this work was to investigate the
process of immobilization of inulinases from Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571
using natural montmorillonite as inorganic support. Preliminary tests were carried out to
establish the best enzyme:buffer ratio for the immobilization process. Following, the
strategy of experimental design was used to optimize the process, evaluating the effect
of time of immobilization (0 to 120 minutes) and the enzyme:buffer ratio. The enzyme
to buffer ratio of 3:10 and 10 minutes of immobilization led to the highest specific
activity, 233,17U/mg protein. From this condition, the partial characterization of the
immobilized catalyst was carried out, evaluating the effects of pH (3,5-5,5) and
temperature (40 to 70°C), the stability of the enzyme to the storage at low temperatures
(4, -10 and -80°C). In a general way, the results obtained in this step permitted to
conclude that the immobilized inulinase kept its activity after 1968 hours under storage
at low temperatures and after 456 to 1826 hours at high temperatures. The pH value of
3.5 led to the highest specific activity. The kinetic constants were determined using
sucrose and inulin as substrates. K., values of 1.46 and 0.38 mM, and vy of 0.2487
and 0.2396mol/L.min, were obtained, respectively, for sucrose and inulin.
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1. INTRODUCAO

As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas,
bem como em micro-organismos. Todas as enzimas sao proteinas tendo como
papel funcional catalisar reacbes em organismos vivos, ou Sseja, aumentar a
velocidade de uma reacao quimica em relacdo a uma reacdo ndo catalisada
(Voet et al., 2000).

Devido ao aprimoramento das técnicas de producdo, extracao e
purificacdo, houve um aumento significativo da utilizacdo de enzimas
microbianas, sendo estas empregadas atualmente nas industrias quimica,
farmacéutica, cosmética e alimenticia.

As enzimas de origem microbiana tém a capacidade de sintetizar
compostos, realizar bioconversdo e hidrolisar polimeros de interesse
econdmico (Vandamme & Derycke, 1983).

A inulinase é uma enzima importante no processamento de alimentos,
usada principalmente para sintetizar frutooligossacarideos (FOS), que
apresenta propriedades funcionais e pode ser produzida a partir da sacarose
por transfrutosilagéo, catalisada pela enzima (- frutosiltransferase (Risso et al.,
2009; 2010). Esta enzima € termoestavel e comercialmente viavel para
aplicacbes industriais. Entretanto, uma producdo continua de frutose requer a
utilizacdo de uma inulinase imobilizada.

A frutose obtida desta hidrélise representa uma opcao segura como
adocante se comparada a sacarose, sendo largamente utilizada na industria de
alimentos. Devido a configuracdo espacial, os oligossacarideos apresentam
resisténcia a atividade hidrolitica das enzimas digestivas intestinais, sendo
fermentados por bactérias (Bifidobacterium), produzindo &cidos graxos de
cadeia curta e gases, além de aumentar a energia metabdlica, crescimento e
proliferacdo dessas bactérias (Roberfroid, 2002). Tendo em vista estas
propriedades particulares, 0s oligossacarideos sao classificados como

prebidticos.



As inulinases obtidas por leveduras mais investigadas sdo aquelas
produzidas por Kluyveromyces (K. marxianus var. marxianus, entre os quais
sdo incluidos K. marxianus e K. fragilis, se estendendo a K. marxianus var.
lactis e K. marxianus var. bulgaricus). Estas leveduras sao consideradas ideais
na producédo de inulinases, pois crescem rapidamente em altas concentracdes
celulares e produzem grandes quantidades desta enzima.

A estabilizacdo das enzimas representa uma caracteristica importante do
ponto de vista econémico. A utilizacdo deste biocatalisador na forma soluvel
pode conduzir a perda de capacidade catalitica em ensaios em batelada,
tornando dificil seu reuso. Além disso, a presenca de enzima residual no meio
reacional pode se constituir em contaminacdo indesejavel (Villeneuve et al.,
2000; Sebréo et al., 2007; Dumitriu et al., 2003).

A imobilizacdo de enzimas em suportes inertes que ndo causem danos a
atividade enziméatica pode assegurar seu uso em diversas bateladas,
resultando em economia para processos industriais (Dalla-Vecchia et al.,
2004). As principais vantagens das enzimas imobilizadas séo relacionadas as
suas maiores estabilidades e facilidade de separacdo do meio reacional (Bon et
al., 2008). A literatura é relativamente escassa em relacdo a imobilizacdo de
inulinases, sobretudo em suportes inorganicos (neste caso, argilas). O
desenvolvimento deste trabalho visa preencher uma importante lacuna
encontrada na literatura, vislumbrando a aplicacédo industrial deste importante

biocatalisador na area de alimentos.



2. OBJETIVOS

Com base nas colocacdes apresentadas anteriormente, este trabalho tem
como objetivo geral a avaliacdo do processo de imobilizagdo de inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em suporte inorganico.

Baseando-se no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:

e Desenvolvimento de metodologia para imobilizagdo da inulinase

utilizando argila montmorillonita pogo A como suporte;

e Caracterizacdo morfolégica do suporte utilizado e da enzima

imobilizada;

e Estudo do efeito das variaveis do processo empregando técnica de
planejamento experimental, visando a otimizacdo das condi¢cdes de

imobilizagao;

e Estudo da caracterizacdo parcial da inulinase imobilizada na
condicdo experimental selecionada no item anterior, em termos de
temperatura e pH, Otimos e de estabilidade, estabilidade ao
armazenamento e determinacdo das constantes cinéticas (Km € Vmax)

sobre os substratos sacarose e inulina.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisao sobre a imobilizacao
de enzimas. Com base no exposto anteriormente, levando em consideragao os
objetivos delineados para este trabalho, énfase especial serd dada ao sistema
de imobilizag&o de inulinase microbiana de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571. Uma visdo geral da literatura especifica de inulinases e caracterizacao

parcial de enzimas também sera apresentada.

3.1 Inulinases

As inulinases sao 2,1-p-D frutano furohidrolase (EC 3.2.1.7), as quais
hidrolisam a inulina, um polimero de frutose ligadas em B-2,1, liberando
moléculas de frutose (Ettalibi e Baratti, 2001).

As inulinases foram descobertas por Lindner, em 1900, que observou a
capacidade de utilizacdo de inulina por cepas de leveduras Kluyveromyces
marxianus. Desde entdo o seu estudo prende a atencdo de cientistas, focando
objetivos relacionados a inducéo, sintese, isolamento, mecanismos de reacao e
propriedades de inulinases produzidas, tanto por vegetais como por micro-
organismos (Vandamme e Derycke, 1983).

As inulinases sdo obtidas a partir de leveduras, fungos, bactérias e de
plantas (Manzoni e Cavazzoni, 1992). A enzima sintetizada a partir de
Kluyveromyces marxianus esta entre as mais estudadas devido ao fato de
possuir boa atividade sobre os substratos sacarose e inulina (Kushi et al.,
1996).

As inulinases microbianas séo classificadas de acordo com seu modo de
acdo. As exo-inulinases (2,1 B-D-frutano-frutohidrolase; EC 3.2.1.80) sao
especificas para a hidrélise de inulina e quebram as ligacdes entre as unidades
de frutose que estao localizadas longe das extremidades da rede de polimero,
para a producdo de oligossacarideos. As endo-inulinases (B-D-frutano-
frutanohidrolase; EC 3.2.1.7) agem de forma randdmica sobre o acoplamento



interno na molécula de inulina, liberando inulo-triose, inulo-tetraose e inulo-
pentaose como produtos principais (Ettalibi e Baratti, 2001; Ohta et al., 2002;
Jing et al., 2003; Chi et al., 2009).

FOS sao classificados como prebidticos e sdo usados como alimentos
funcionais, devido aos seus efeitos benéficos na proliferacdo de
bifidobactérias no célon humano. S&o produzidos industrialmente por dois
caminhos diferentes, levando a diferentes produtos. O primeiro processo
produtivo baseia-se na degradacao de inulina, quando os produtos apresentam
cadeias mais longas fructooligomeros. O segundo processo utiliza a
transformagéo de sacarose pela enzimas frutosiltransferases ou inulinase de

leveduras, bactérias e fontes fungicas (Risso et al., 2009; 2010).

3.1.1 Aplicagdes das inulinases

As inulinases apresentam algumas caracteristicas que determinam as
suas aplicagbes, como a especificidade, atividade, estabilidade ao
armazenamento e uso, disponibilidade e custos. A atividade de uma enzima é
determinada pela sua concentracéo e a do seu substrato, concentracéo de co-
fatores, efeitos alostéricos, presenca, concentracdo e tipos de inibidores,
potencial i6nico, pH, temperatura e tempo de reacdo. Atualmente, a maior
aplicacdo de inulinase estd focada na producdo de xarope com alto teor de
frutose.

A industria utiliza-se de grande quantidade de polissacarideos naturais e
novas fontes tém sido procuradas com o intuito de suprir a demanda. Assim, a
utilizacéo das inulinases apresenta-se como uma alternativa para sua obtencéo
(Contiero, 2004). As inulinases comerciais sdo obtidas empregando inulina
como substrato, a qual € uma matéria-prima com um alto valor agregado. A
inulina é largamente utilizada como fonte de carbono para a producédo de
inulinase, juntamente com outros substratos, dentre eles, derivados de inulina,
amidalina, arabinose, celobiose, esculina, frutose, galactose, lactose, maltose,
manitol, melesitose, metanol, rafinose, salicina e amido (Contiero, 2004).

Tendo em vista as varias restricbes médicas que apresentam o0s

adocantes dietéticos, a frutose transformou-se em uma alternativa viavel por



ser um monossacarideo natural com iniUmeras vantagens em relagcdo a outros
adocantes. A frutose possui um poder adocante até 1,5 vezes maior,
comparado a sacarose (Hanover e White, 1993), utilizada em menores
guantidades, reduzindo o consumo de calorias, contribuindo para a diminuicéo
da hiperglicemia, sendo assim, mais tolerada por diabéticos. Este acucar
também vem sendo utilizado na producéo de confeitos, devido ao seu elevado
poder higroscépico; na industria de sorvetes, para evitar a textura granular
provocada pela cristalizacdo da lactose (Vicente, 2000) e quando adicionada
em muitos adocantes sintéticos, como a sacarina, mascara o sabor residual
amargo provocado por esta substancia (Vandamme e Derycke, 1983).

Como fontes naturais de frutose pode-se citar o mel, as frutas, raizes
(como a beterraba) e caules (como a cana-de-acucar). Em sua forma
polimérica, a inulina € encontrada em algumas raizes e tubérculos, como a
alcachofra, chicoria, délia e dente-de-ledo (Vicente, 2000).

Outro processo para a producao de xaropes com alto teor de frutose foi
desenvolvido, utilizando a inulina como matéria-prima. A conversdo deste
polimero ocorre a partir de uma Unica etapa, empregando-se a enzima
inulinase, apresentando um rendimento superior a 95% na producéo de frutose.

A hidrolise realizada pela inulinase tornou-se uma boa alternativa,
considerando-se a qualidade do produto obtido, pois 0 processo de hidrélise
acida provoca propriedades indesejaveis no xarope obtido, como sabores e
odores residuais, coloracdo escura, devido a caramelizacdo de acucares, e
reacdo de Maillard com proteinas. A utilizacdo de minerais acidos e
subsequente neutralizacdo dos mesmos interfere nas etapas posteriores de
purificacdo do produto final (Verachtert e De Mot, 1990). A mais promissora
fonte de inulina é a Alcachofra de Jerusalém (Heliantus tuberosus) e, apesar
das técnicas de plantio e colheita bem definidas, a escala de producao € muito
baixa em comparacgdo a outras fontes de acgucar, como a cana-de-aglcar e 0
milho (Vicente, 2000).

Conforme Sangeethaa et al.,(2005), as inulinases também séo aplicadas

na producdo de FOS, pois apresentam cerca de um terco do poder adocante



da sacarose e ndo sao caloricos, mas podem ser usados de modo seguro por
diabéticos.

Os autores acima complementam ainda que, a inulina e a oligofrutose
apresentam importantes beneficios nutricionais, aumentam a vida util e perfil de
sabor de varios produtos alimentares, como barras de cereais, sorvetes,
geléias light, balas e chocolates. Também substituem carboidratos e geram
produtos de teor reduzido de acucar e de baixo valor energético (Sangeethaa
et al., 2005).

3.2 Imobilizacdo enzimética

Enzimas imobilizadas s&o conceituadas como “enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas em uma regiao definida de espaco, com retencdo de
sua atividade catalitica, e que podem ser usadas repetidamente e
continuamente”. O termo enzima imobilizada foi utilizado pela primeira vez na
Conferéncia de Engenharia Enzimatica, em Hennicker, New Hampshire,
Estados Unidos, em 1971 (Goulart, 2007).

O processo de imobilizacdo enzimatica teve inicio em 1916, quando
Nelson e Griffin realizaram a adsorcao da enzima invertase em carvao ativado,
com retencao de sua atividade catalitica. Apesar desta descoberta, a primeira
tentativa de imobilizar uma enzima, com a finalidade de melhorar suas
propriedades, foi efetuada em 1953 por Grubhofer e Schleith, quando
carboxipeptidase, diastase, pepsina e ribonuclease foram imobilizadas em uma
resina de poliaminopoliestireno diazotizada (Vicente, 2000).

A partir de 1960, foi observado um aumento progressivo nas publicacdes
de trabalhos cientificos com enzimas imobilizadas, refletindo o interesse
mundial despertado por esta tecnologia. Entretanto, o primeiro processo
industrial de imobilizacdo enzimatica foi implantado no Japdo em 1969, para a
producdo de L-amino&cidos; seguido da aplicacdo de glicose-isomerase
imobilizada, implantada nos Estados Unidos em 1972, para a isomerizagao de
glicose em frutose. Desde entdo, novos processos de imobilizagcdo e novas
aplicagbes industriais tém sido relatados na literatura (Zanin e Moraes, 2004).



A imobilizacdo de biocatalisadores representa uma alternativa altamente
viavel devido a possibilidade de utilizacdo pratica em bioprocessos, tornando
estes biocatalisadores estaveis, de facil manuseio quando comparados a suas
formas livres e podendo ser usados repetidamente em processos em batelada
ou em fluxo continuo.

Véarios métodos de imobilizagdo de biocatalisadores tém sido
desenvolvidos e atualmente s&o utilizados extensivamente. Entretanto, nao
existe um método ideal de imobilizacdo enziméatica. O método a ser aplicado
precisara estar de acordo com a finalidade do produto e com as caracteristicas
préprias da enzima a ser utilizada (Goulart, 2007).

A inativacdo enzimatica pode ocorrer por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos, quando as enzimas estiverem estocadas ou durante o uso. Para
gue ndo haja inativacdo a enzima precisa ser protegida da interacdo com o
solvente, meio no qual é realizada a reacdo, assim impossibilitando a catélise
da reacao. Frente a este problema, a técnica da imobilizacéo é utilizada para
fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperacdo e reutilizacao
(Villeneuve et al., 2000).

A utilizacdo de enzimas na forma sollvel apresenta como principal
desvantagem a sua baixa estabilidade. Para contornar este problema, varias
abordagens tém sido propostas: a imobilizacdo de enzimas, o uso de glicéis e
outros aditivos estabilizantes, a reticulagdo com agentes bifuncionais, a selecéao
de enzimas de organismos termdfilos ou ainda modificagbes quimicas na
enzima (Ladero et al, 2002; Giacommini et al, 2001).

Ao imobilizar uma enzima, o principal interesse é fazer com que o
biocatalisador ndo perca sua atividade e estabilidade durante o processo, em
comparacao a sua forma livre, devendo exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como
modificac6es no sitio ativo. A imobilizacdo pode oferecer uma estabilidade
adicional para uma variedade de enzimas sendo que esta estabilidade é
influenciada pelo numero de lacos formados entre a enzima e o suporte, a

natureza dos lagos (covalentes, ndo-covalentes), o grau de aprisionamento das



moléculas de enzima na matriz e as condi¢cdes de imobilizacdo (Danisman et
al., 2004; Cao, 2005).

As enzimas possuem varias vantagens se comparadas a catalisadores
inorganicos, como alta especificidade, condicdes brandas de reacédo, baixo
consumo de energia e maior atividade catalitica; porém, sua utilizacdo em
processos industriais, tem sido limitada devido & baixa estabilidade
operacional, ao elevado custo de obtencdo e a dificuldade de separacdo do
produto final, impedindo seu uso em processos continuos. Para superar essas
deficiéncias em processos industriais esta em estudo a utilizacdo de enzimas
insoliveis no meio de reacdo, resultando em técnicas de imobilizacdo
enzimatica (Zanin e Moraes, 2004; Ladero et al., 2002).

O processo de imobilizacdo pode ocorrer com a enzima ligada a um
suporte solido ou fisicamente confinada no interior de uma matriz, formando
assim um sistema catalitico facilmente separavel do meio reacional, utilizado
em reatores continuos ou em bateladas repetidas (Zanin e Moraes, 2004).

Os métodos utilizados para a imobilizacdo enzimética sao classificados
em métodos quimicos (adsorcéo, ligacdo covalente, “crosslinking”) e métodos
fisicos (deposicéao fisica para uso em meios organicos, aprisionamento em géis
ou microcédpsulas, membranas ou sistemas de fases organico/aquoso ou
aquoso/aquoso) (Adlercreutz, 1993). A utilizacdo destes métodos depende de
fatores essenciais do processo, como 0s substratos utilizados, os tipos de
reacdes e as configuracdes do reator, necessitando um projeto adequado para
atender as necessidades da reacdo. Selecionar um suporte adequado € o
principal fator, sendo definido como a parte ndo-catalitica da imobilizagcdo, na
qual a parte catalitica é construida. Desta forma, o método escolhido deve
atender as duas necessidades, a catalitica, expressa em produtividade,
rendimento, estabilidade e seletividade e a ndo-catalitica, relativa a processos
de controle e separacédo (Dalla-Vecchia et al., 2004; Cao, 2005).

A Figura 1 apresenta um esquema geral da classificacdo dos métodos de
imobilizacdo proposta por Kennedy e Roig (1995), que procura integrar a
natureza da interacdo responsavel pela imobilizacdo e o tipo de suporte
utilizado.
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EMZIMAS

Fonte: Kennedy e Roig, 1995.
Figura 1- Classificagdo dos métodos de imobilizacdo enzimatica.

A imobilizacéo influencia a estabilidade, o pH e a temperatura 6timos, as
constantes cinéticas e a maxima velocidade de reacdo da enzima (Danisman et
al., 2004; Erginer et al., 2000).

A acdo catalitica das enzimas é semelhante aos catalisadores
inorganicos, onde elas ndo sdo consumidas ao final da reagdo. Porém, as
enzimas possibilitam uma catédlise mais amena, geralmente em solucdes
aguosas neutras, temperatura e pressdo ambientes e, principalmente, com
elevado grau de especificidade em relacdo ao substrato. O processo de
imobilizacdo estd sendo largamente investigado para aprimorar o uso de
enzimas industrialmente, permitindo a recuperacdo e 0 reaproveitamento da
mesma, pois o uso da enzima livre é, em varias situagfes, inviavel
economicamente (Nguyen, 2011; Rodrigues et al., 2009a; 2009b; 2009c).

Os fatores que contribuem para a queda de potencial catalitico durante os
consecutivos ciclos séo: desprendimento da enzima do suporte, inativacdo da
enzima pelo substrato; obstrugcdo dos poros por impurezas ou produtos
secundarios; perda do suporte por atrito ou dissolucdo; obstrucdo do leito fixo
causando canais preferenciais e crescimento de micro-organismo (Brigida,
2006).
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3.2.1 Imobilizac&o por ligacdo a um suporte via adsorgdao fisica

A metodologia de adsorcdo de enzimas € um processo simples e de facil
execucao, onde a fixacdo da proteina é puramente fisica, ou seja, a proteina
adere a superficie de um suporte inerte, por meio de ligacdes hidrofobicas,
ligacdes eletrostaticas e forca de Van der Waals (Kemeny e Challacombe,
1988). Varios materiais podem ser usados para este propésito e a escolha de
um deles depende de suas propriedades, como forca mecanica, estabilidade
fisica e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcdo da
enzima e custo (Dalla-Vechia et al., 2004).

Esta metodologia também €& bem aceita em processos continuos,
aumentando a produtividade e reduzindo os custos de producdo (D’'Souza,
2006 apud Brigida, 2006). Frente ao aumento da estabilidade promovido a
enzima pela imobilizacdo, outra aplicacédo que tem sido amplamente estudada
€ seu uso em reacbes promovidas em meios nao convencionais, como
solventes orgéanicos, sistemas bifasicos, fluidos supercriticos e meios sélidos
(Vermué e Tramper, 1995).

A quantidade de enzimas adsorvidas e a forma em que estas sdo
imobilizadas afetam sua atividade e estabilidade (Nakanishi et al., 2002). Deste
modo, deve-se avaliar a quantidade adsorvida, determinar os valores de
atividade recuperada (atividade retida no suporte frente a diferenca na
atividade do sobrenadante antes e apds a imobilizacdo) e rendimento
(diferenca na atividade do sobrenadante antes e apo0s a imobilizagdo frente a
atividade oferecida para a imobilizacdo) obtidos para um dado processo de
imobilizacao (Gitlesen et al., 1997).

Vérios parametros sdo responsaveis pela eficiente adsorcédo da enzima na
superficie do suporte, dentre eles a concentracdo da enzima, o tamanho da
proteina a ser adsorvida, a area superficial do adsorvente e, principalmente, a
porosidade e tamanho dos poros. Como as enzimas séo adsorvidas no interior
dos poros € viavel o uso de suportes porosos. A quantidade de enzima
adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a concentracdo do
biocatalisador, atingindo um patamar de saturacao (Dalla-Vechia et al., 2004).
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3.3 Suportes para a imobilizacao

O suporte deve ser quimicamente resistente as condicbes de ativacao,
durante o processo de imobilizacdo e as condicbes em que se processa a
reacao; deve possuir grupos quimicos que possam ser ativados ou modificados
de modo a permitir a ligacdo da enzima sem desnatura-la. Além disso, devem
ser avaliadas as propriedades quimicas, fisicas, e a possibilidade de
regeneracdo do material. Deve apresentar boa resisténcia mecanica devido ao
uso repetido e continuo do derivado, exposicdo a operacdes como filtracéo,
centrifugacdo e agitagdo. Outra particularidade importante € a estabilidade
térmica do suporte, pois dependendo do seu coeficiente de expanséo, podem
sofrer distor¢do ou destruir o sitio ativo da enzima sob expansao ou contracao,
guando submetido a variacdes de temperatura (Kennedy, 1987).

Sao desejaveis suportes com caracteristicas hidrofilicas, pois estes
suportes mantém uma boa difusividade do substrato, além de permitir a
estabilizacdo da enzima. Entretanto, os suportes de natureza hidrofébica
costumam diminuir a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada por um
mecanismo semelhante a desnaturacdo das enzimas em solventes organicos
(Kennedy, 1987).

Um critério importante na selecdo do suporte é a sua resisténcia ao
ataque microbiologico, devendo resistir a degradacdo por micro-organismos,
evitando a liberacdo da enzima para a solucdo. A insolubilidade é uma
caracteristica essencial, ndo somente para prevenir a liberacdo da enzima do
suporte, mas principalmente para evitar a contaminacdo do produto pelo
suporte dissolvido e pela enzima.

Os suportes sao classificados quanto a composicdo quimica em:
organicos (naturais e sintéticos) e inorganicos (minerais e fabricados). Os
suportes inorganicos sdo 0s mais apropriados para uso industrial por
apresentarem elevada resisténcia mecénica, boa estabilidade térmica,
resisténcia a solventes organicos e ao ataque por micro-organismos. Eles séo
de facil regeneracdo por pirélise e apresentam boa rigidez da matriz, sendo
estaveis em uma ampla faixa de presséo, temperatura e pH. No entanto, a

maioria das enzimas comerciais imobilizadas é obtida a partir da utilizacao de
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matrizes organicas como suportes devido, provavelmente, a variedade de
grupos funcionais reativos que podem ser introduzidos nesses suportes
(Rodrigues et al., 2008).

Entre o0s suportes mais estudados e utilizados pode-se citar:
polissacarideos (agarose, celulose, amido, dextrana, quitosana), proteinas
(colageno, gelatina, albumina), polimeros sintéticos (poliacrilatos,
polimetacrilatos, poliacrilamida, poliamidas, vinil e polimeros alils), minerais
(bentonite, silica) e materiais fabricados (vidro ndo-poroso, vidro de poro
controlado), entre outros (Cabral e Kennedy, 1991). Capsulas de gel de
alginato de célcio (Tanriseven e Dogan, 2001), microcapsulas de quitosana
(Siso et al., 1997), micro-esferas magnéticas de polivinilalcool (Akgol et al.,
2001), montmorillonita (Sanjay e Sugunan, 2005) e fenil-sefarose (Basha e
Palanivelu, 2000) também tém sido citados na literatura como potenciais
suportes para diversas classes de enzimas.

O uso de argilas como suportes para imobilizagdo consiste na presenca
de grupos silanol que, apos ativacdo por diferentes grupos funcionais, atuam
como sitios de ligacdo para espécies bioativas. Além disso, as argilas possuem
a possibilidade de serem sintetizadas, podendo, dessa forma, fornecer uma
série reprodutivel de materiais inorganicos solidos cujas propriedades fisicas
e/ou quimicas podem ser alteradas de forma sistematica para identificar o
suporte inorganico mais adequado para uma determinada aplicagdo como
suporte biocatalitico (Yesiloglu, 2005).

Por essa razdo, a sintese de algumas argilas como bentonitas e
esmectitas torna-se um assunto de relevancia cientifica, devido a producédo de
argilas com alta pureza quimica e a capacidade de ajustar a sua composicdo e
estrutura para as mais diversas aplicacOes tais como: clarificacdo de tintas e
6leos minerais, fabricacdo de cosméticos e produtos farmacéuticos e, no caso
particular deste estudo, para a imobilizagcdo de enzimas. Segundo Yesiloglu
(2005), a bentonita € uma matriz barata para a imobilizacdo de enzimas e tem
sido freqlentemente utilizada para esse fim. Além do seu baixo custo, a

bentonita possui varias vantagens para utilizacdo como suporte, incluindo a sua
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baixa toxicidade e reatividade quimica, permitindo, facilmente, desta forma, a
fixacdo e permanéncia das enzimas sob sua estrutura.

A bentonita é uma particula de argila mineral composta de 2 folhas
tetraédricas de silicio (Si) e uma central octaédrica de aluminio (Al), unidas
entre si por atomos de oxigénio comuns as folhas. Apresenta uma
granulometria muito fina (inferior a 0,03% do grdo médio da caulinita) que
geralmente aumenta de volume de modo substancial em meio aquosos.
Consiste principalmente de montmorillonita (de 60 a 80%), podendo conter
outras argilas em menor proporcdo (normalmente, ilita e caulinita), além de

quartzo, feldspato, pirita ou calcita (Rossetto et al., 2009).

3.4 Aplicagdes das enzimas imobilizadas

A primeira tentativa de imobilizar uma enzima, com a finalidade de
melhorar suas propriedades foi realizada em 1953 por Grubhofer e Schleith,
fazendo uso de carboxipeptidase, diastase, pepsina e ribonuclease
imobilizadas em uma resina de poliaminopoliestireno diazotizada (Vicente,
2000).

Um aumento progressivo nas publicacdes de trabalhos cientificos sobre
imobilizacdo enzimética foi verificado a partir de 1960, refletindo o interesse
mundial despertado por esta tecnologia. Todavia, o primeiro processo industrial
de imobilizacdo enzimatica foi implantando no Japao em 1969, para a producao
de L-aminoacidos. Em 1972, nos Estados Unidos, glicose-isomerase foi
imobilizada para a isomerizacao de glicose em frutose.

As enzimas imobilizadas vém sendo aplicadas em larga escala na
producdo de xaropes de glicose e frutose a partir do amido de milho; na
producdo do &cido 6-amino penicilinico e penicilina semi-sintética, com a
enzima penicilina-G ou L-acilase; producédo de acrilamida empregando células
imobilizadas; producdo de aspartame com termolisina imobilizada; e a hidrolise
de lactose presente no soro de leite (Zanin e Moraes, 2004).

Apesar do grande numero de trabalhos publicados no campo da
imobilizacdo enzimatica, poucos processos sao aplicados em escala industrial.

Tal fato deve-se ao elevado custo dos suportes e reagentes utilizados no
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processo de imobilizacao, baixa eficiéncia de retencéo catalitica da maioria dos
processos, baixa estabilidade operacional de muitas enzimas imobilizadas e
equipamentos de operacao continua pouco versateis. Além disso, a pequena
demanda do produto, normalmente, ndo incentiva a producdo em larga escala
(Zanin e Moraes, 2004).

3.5 Imobilizagéo de inulinases

Por meio das afirmagdes acima, vem se estudando formas de tornar as
enzimas insollveis ao meio reacional aproveitando seu potencial catalitico e as
vantagens dessas proteinas sobre os catalisadores quimicos, fazendo com que
a imobilizacéo represente uma alternativa atraente.

As enzimas podem ser utilizadas nos processos industriais de forma
semelhante aos catalisadores quimicos, a partir do momento que estiverem
imobilizadas, ativas e estaveis, e com boa especificidade ao substrato. Deste
modo, a maioria das desvantagens € eliminada, facilitando a imobilizacdo
(Zanin e Moraes, 2004).

Por meio de uma analise detalhada da literatura, verificou-se alguns
estudos sobre a imobilizagdo da inulinase de Kluyveromyces marxianus
fazendo uso de diferentes suportes. Entre eles, podem ser citados os trabalhos
de Munaretto (2011), a qual imobilizou inulinase de Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571 em alginato de sédio e carvao ativado obtendo uma atividade
especifica de 2063,52 U/mg de proteina e a enzima imobilizada manteve sua
atividade enzimética estavel no periodo de 1032 horas. Paula (2008),
imobilizando a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus utilizando
gelatina como suporte obteve uma alta taxa de imobilizacdo, de 82,60%. A
inulinase parcialmente purificada de Kluyveromyces sp. Y-85 foi imobilizada
covalentemente em microesferas de polistireno (Wenling et al., 1999) com
retencao de 75% de sua atividade.

Bajpai e Margaritis (1987) realizaram a imobilizagdo da inulinase de
Kluyveromyces marxianus por ligagdo metalica, com 72% de retencdo da
atividade enzimética original. Risso et at., (2009; 2010) utilizou as enzimas
imobilizadas de Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571
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visando a sintese de frutooligossacarideos. Com a finalidade de promover a
bioconversdo da inulina de Helianthus tuberosus, Gaspari et al. (1999)
estudaram a imobilizacdo da inulinase de Kluyveromyces marxianus em
diferentes suportes, como quitina, alginato de sédio, pectina, membrana de
didlise e silica de porosidade controlada (SPC). Os autores obtiveram a maior
taxa de imobilizacdo de 73U/g utilizando quitina com glutaraldeido. Um sistema
de imobilizacdo de células de Kluyveromyces marxianus utilizando como
suporte alginato de bério tratado com glutaraldeido foi avaliado por Barranco-
Florido et al. (2001).

Yun et al. (2000) avaliaram véarios suportes na imobilizagdo da inulinase
de Pseudomonas sp. e encontraram os melhores resultados de eficiéncia e
estabilidade operacional utilizando poliestireno como suporte. Apos a
imobilizacdo da inulinase de A. ficcum em vidro poroso, por ligacado covalente,
utilizando reagentes de silanizacdo e reticulacdo, Ettalibi e Baratti (2001)
obtiveram alta estabilidade térmica e valores de 29% a 71% de proteinas
aderidas ao suporte, conservando até 77,20% da atividade imobilizada.
Kochhar et al. (1998), ao imobilizar a inulinase de A. versicolor, obtiveram 56%
de retencdo da atividade enzimética em quitina e 10% em caseina. Catana et
al. (2005) avaliaram a influéncia da concentragdo do suporte alginato de sédio
sobre o rendimento de imobilizacdo de uma preparacao de inulinase comercial
de A. niger (Fructozyme L) visando a hidrélise da sacarose e uma alta atividade
foi encontrada na faixa de 50-60°C.

A estabilidade da enzima comercial Fructozyme L imobilizada em resina
Amberlite IRC 50 foi estudada por Catana et al. (2007) e Gill et al. (2006)
imobilizaram a inulinase de A. fumigatus em resinas Dowex e Amberlite e
obtiveram 63% e 39% de retencdo da atividade enzimatica, respectivamente.
Em seus experimentos, ainda obtiveram total retencdo enzimatica ao imobilizar
a inulinase em quitina e em matrizes de afinidade QAE-Sephadex e DEAE-
Sephacel e Concanavalina A ligada a esferas de silica amino-ativadas.
Diferentes mecanismos de imobilizacdo de proteinas utilizando como suportes

de ativacao glutaraldeido foram estudados por Betancor et al. (2006).
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ApOs uma criteriosa avaliacdo da literatura verificou-se a auséncia de
estudos sobre a imobilizacdo da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL
Y-7571, com enfoque na otimizacdo do processo de imobilizacdo e estudo da
estabilidade do complexo imobilizado.

3.6 Consideracdes Finais

A tecnologia de imobilizacdo trouxe novas perspectivas para a aplicacéo
de enzimas e células em processos industriais. Juntamente com as novas
invencdes técnicas, bioquimicas, microbioldgicas e genéticas, esta tecnologia
pode ser utilizada como uma ferramenta para aumentar a eficiéncia de
processos hiotecnoldgicos e, consequentemente, reduzir custos de producéo.
Atualmente, técnicas modernas ja permitem a facil separacdo dos
biocatalisadores a partir de uma suspensdo (células) ou de uma solucdo
(enzimas) através do uso de membranas de microfiltracdo ou ultrafiltracéo,
respectivamente (Kragl e Dwars, 2001).

Por meio das informacdes apresentadas no decorrer deste capitulo,
alguns poucos relatos sdo encontrados na literatura a respeito da imobilizacao
da enzima inulinase de Kluyveromyces marxianus, principalmente através da
utilizacédo de suportes inorganicos.

Levando em consideragcao estes aspectos, o presente trabalho tem por
objetivo abordar, de forma ampla, a imobilizacdo da inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, avaliando os efeitos de parametros
relevantes ao processo de imobilizacdo, utilizando argila montmorillonita poco

A como suporte.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados, bem
como os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental,
relacionados a otimizacdo do processo de imobilizacdo da inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando argila montmorillonita pogo

A como suporte.

4.1 Enzima

Na realizagédo deste trabalho foi utilizada a enzima inulinase produzida a
partir da levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, a qual foi
previamente reportada como produtora de inulinase por FES e é pertencente
ao grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) (MAZUTTI et al., 2007), no

Laboratdrio de Biotecnologia de Alimentos da URI — Campus de Erechim.

4.2 Suporte

Como suporte para imobilizagdo da inulinase foi utilizado Montmorillonita
natural poco A fornecido por Colorminas Colorificio e Mineracdo S/A. Esta
argila apresenta elevada razdo de aspecto, boa capacidade de delaminagéo,
particulas resistentes a solventes, é amplamente utilizada como adsorvente de
compostos organicos, aplicacdes ambientais no tratamento de agua para

remocao de poluentes organicos.

4.3 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes:
e Agitador Orbital (Nova Etica RDB-430);
e Agitador Magnético (Fisatom);
e Bomba a Vacuo (Marconi);

e Balanca Analitica (Bel Engineering);
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e Dessecador;

e Espectrofotometro (Agilent Tecnologies 8453);

o Difratbmetro de Raios-X (Diffraktometer Desktop X-ray (Miniflex Il
Rigaku));

e Analisador Textural por Adsorcdo de N, (Autosorb-1 Quantachrome
(Nova-2200e);

e Fluorimetro (Invitrogen).

4.4 Imobilizac&o de inulinase

Em 2g do suporte, previamente pesado, adicionou-se 60mL de uma
solucdo enzimatica contendo extrato enzimatico e tampéo acetato pH 4,8 na
diluicdo 3:10 (30 mL de extrato enziméativo em 100 mL de tampdao acetato pH
4,8, desta solucéo retirou-se 60 mL para o processo de imobilizacdo) conforme
pode-se verificar na Figura 2. Esta solucao foi mantida sob agitacdo magnética
em temperatura de 4°C (banho de gelo) por 10 minutos (Menoncin et al., 2008).

Apés o término do processo de adsorcdo, as amostras foram filtradas a
vacuo e permaneceram por 48 horas em dessecador (Figura 3). Em seguida
com o p6 dessecado e foi realizada a medida da atividade e enzimética e do

teor de proteina, seguindo metodologia descrita a seguir.

Figura 2 - Aparato experimental utilizado no processo de imobilizagéo.
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Figura 3 - Enzima imobilizada em argila poco A apés 48 horas em dessecador.

4.5 Otimizacado do processo de imobilizagéo

Nos testes preliminares foram realizados experimentos relacionados a
definicho da relacdo enzima/tampao (1:10; 2:10; 3:10; 4:10; 5:10) a ser
aplicada para a obtencdo de dados visando a maximizacdo do processo de
imobilizagao.

Para esta etapa de otimizacdo foi realizado um delineamento composto
central (DCC) 22 para avaliar se o tempo influenciava no processo de
imobilizacdo (tabela 1), os tempos avaliados foram 0, 10, 30, 50, 60, 90 e 120
minutos, mantendo 2g de suporte para cada tempo e a relagdo enzima:tampao
também foi avaliada.

Durante o processo de imobilizacdo foram retiradas aliquotas de 1mL nos
tempos citados acima, bem como entrada e saida de cada procedimento de
adsorcédo para posteriores medidas do teor de proteina e atividade enzimatica.

Os célculos para determinacédo do rendimento de imobilizacdo, do teor de
proteina e da atividade enzimatica, foram realizados seguindo metodologia

descrita a sequir.
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Tabela 1 - Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22
para determinacdo do tempo e relagcdo enzima/tampdo da inulinase

imobilizada.

Variaveis/Niveis Tempo (min) Relagéo
enzima/tampéo (mL)

-1 10 1:10
0 50 2:10
90 3:10

4.6 Métodos empregados durante o processo de imobilizacéo

4.6.1 Determinacdo do teor de proteinas da enzima imobilizada

Para a determinacdo do teor de proteina foi utilizado o aparelho Qubit
Fluorimeter (Kit Quant-iT Protein Assay), seguindo a metodologia fornecida
pelo fabricante, onde inicialmente preparou-se a solucéo tampao adicionando
4.975 pL do tampao de proteina (componente B) e 25uL do componente A,
apos foi realizado os trés padrdes (0, 200, 400 mg/uL, representando
componente C) utilizando para cada, 190uL da solugdo tampé&o, mais 10uL de
cada padrdo que acompanham o equipamento. Em seguida com os trés
padrbes realizou-se a calibracdo do equipamento. Para quantificar a proteina
das amostras utilizou-se 190uL da solugdo tampado e 10uL de amostra e

deixou-se 15 minutos reagindo antes de fazer a leitura.

4.6.2 Determinagéo da atividade da enzima imobilizada

A atividade enzimatica foi determinada adicionando-se 0,59 de enzima
imobilizada dessecada em um tubo de ensaio, completando-se a mesma com
uma solucdo de 4,5mL de tampéo acetato 0,1M, pH 4,8 com 2% (p/v) de
sacarose. Apos, a solucdo foi mantida a 50°C, por 10 minutos. A liberacao de

acucares redutores totais (ART) foi medida pelo método DNS (acido 3,5-
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dinitrosalicilico) (Miller, 1959), onde 0,5mL da amostra foi diluido em 0,5mL de
DNS e mantido por 5 minutos em agua em ponto de ebulicdo. Cessado o
tempo reacional, foram adicionados 8mL de tartarato de sodio e potassio em
banho de gelo. Para cada amostra foi realizado um branco para corrigir a
liberacdo de acuUcares devido a hidrdlise ndo enzimatica. As amostras foram
lidas em triplicata, em espectrofotometro a 540nm. Os resultados foram
expressos em unidade de atividade (U) da inulinase, definida como a
guantidade de enzima capaz de liberar um pmol de aglcar redutor por minuto,

nas condi¢des de ensaio.

4.6.3 Determinagédo do rendimento de imobilizag&o

Durante o processo de imobilizagdo nos tempos de 0, 10, 30, 50, 60, 90 e
120 minutos das solugdes de entrada e saida foram retiradas aliquotas de 1mL
para posterior medida da atividade, do teor de proteina e célculo do rendimento
da imobilizacdo, de acordo com a Equacéao 1.

Ps
n(% )= — x100
(%)= o

onde:
n= Rendimento (%);
Ps= Quantidade de proteina absorvida (diferenca entre a inicial e a estavel);

Po= Quantidade de proteina utilizada na imobilizacao (solu¢éo de entrada).

4.6.4 Determinacao do percentual de retencao

O percentual de retencéo foi calculado pela Equacgéao 2.

AR x100
Ra(%)= ——
(%)=—1 (2)
onde:
AR= Atividade Real (atividade da enzima imobilizada) (U);

Ar= Atividade Tedrica (U).
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4.6.5 Determinacado da atividade especifica no extrato enzimético bruto e

na enzima imobilizada

A atividade especifica foi determinada dividindo-se a atividade do extrato
enzimatico bruto pelo teor de proteina. Para a enzima imobilizada, o mesmo
procedimento foi utilizado, substituindo a atividade do extrato bruto pela da
enzima imobilizada. A atividade especifica foi expressa em unidade de
atividade (U) por mL de proteina para o extrato bruto e em unidade de atividade

(u) por mg de proteina para a enzima imobilizada.

4.7 Caracterizagéo parcial dainulinase imobilizada

O estudo de caracterizagdo parcial da inulinase de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 imobilizada foi realizado em termos de temperatura e
pH 6timos e estabilidade térmica da enzima imobilizada. Os parametros
cinéticos kn e Vmax da enzima imobilizada também foram determinados sobre

dois substratos, inulina e sacarose.

4.7.1 Estabilidade térmica da enzima imobilizada

A estabilidade térmica da inulinase imobilizada foi testada nas
temperaturas de 40, 50, 60 e 70°C utilizando-se 20g de amostra para cada
temperatura. As amostras foram retiradas em determinados intervalos de

tempo, para as medidas de atividade e teor de proteina.

4.7.2 Estabilidade da enzima imobilizada em baixas temperaturas

As amostras foram armazenadas (amostras de 20g) nas temperaturas de
4, -10 e -80°C e em determinados intervalos de tempo realizou-se as medidas
de atividade e teor de proteina afim de acompanhar a estabilidade da enzima

ao armazenamento.
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4.7.3 Efeito do pH na estabilidade da enzima imobilizada

A estabilidade da inulinase frente a diferentes valores de pH foi testada
incubando a enzima em tampao acetato de sédio 0,1M nas faixas de pH 3,5;
4,0; 4,5; 5,0 e 5,5 a uma temperatura de 50°C. As amostras foram retiradas em
determinados intervalos de tempo medindo-se a atividade enzimatica pelo
método DNS.

4.8 Determinacao de Kny € Vmax

Ensaios enziméticos com 0,5g de enzima imobilizada foram executados
em tampao acetato de sédio 0,1M pH 4,8 a 50°C em diferentes concentracfes
de sacarose e inulina: 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 35¢/L,
sendo que o tempo de reacédo foi de 10 e 30 minutos para sacarose e inulina,
respectivamente. Os parametros cinéticos km € vmax foram determinados pelo

método de Lineweaver-Burk.

4.9 Caracterizagao do suporte e enzima imobilizada

O suporte estudado foi avaliado quanto a area superficial, tamanho de
poro e composicao estrutural. As técnicas utilizadas para a caracterizagdo do
suporte e da enzima imobilizada foram: Difracdo de Raios-X e Analise Textural
por Adsorcao de N, conforme metodologias descritas a seguir.

4.9.1 Difracéo de Raios-X

As analises de difracdo de Raios X foram realizadas no Laboratério de
Difragdo de Raios-X da URI-Campus de Erechim, em um Diffraktometer
Desktop X-Ray Miniflex Il Rigaku utilizando filtro de Ni e radiacdo Cu-ka
(A=1,54 A), 0,05 de passo, 5°/min de varredura, 30kV e 15mA.
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4.9.2 Analise Textural por Adsorcao de N,

A caracterizacdo textural dos suportes foi realizada utilizando um
Autosorb-1 da Quantachrome (Nova-2200e). Antes da andlise, cerca de 100mg
das amostras (suportes) foram tratadas a vacuo, a uma temperatura de 300°C
por 3 horas. Para as amostras imobilizadas e a inulinase livre empregou-se
tratamento a vacuo a temperatura de 33°C por 3 horas. As medidas foram
realizadas na temperatura do N; liquido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao
longo do estudo do processo de imobilizacdo da inulinase de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 utilizando argila montmorillonita po¢co A como suporte,

conforme j& descrito no capitulo anterior.

5.1 Caracterizagao do suporte montmorillonita pogo A

Anteriormente ao processo de imobilizacéo foi realizada a caracterizacéo
do suporte utilizado. Alguns autores (Dumitriu et al., 2003; Macario et al., 2002
e 2008; Li et al.,, 2009; Fuentes et al.,, 2001; Gopinath e Sugunan, 2007 e
Meunier et al., 2010) reportam em seus trabalhos varias técnicas para
caracterizacdo de suportes solidos tais como: Difracdo de Raios-X (DRX),
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Ressonancia Magnética Nuclear
de Massa (RMN-MAS), Espectroscopia de Infravermelho (IV-FT) e isotermas
de Adsorgéo de Nitrogénio (BET).

Estas andlises de caracterizacdo dos suportes tém como finalidade
principal estimar a cristalinidade, tipo de estrutura, morfologia, tamanhos dos
cristais, diametro de poro e area superficial especifica de cada material a ser
empregado como suporte na imobilizacdo de enzimas (Macario et al., 2005).
Levando em consideracdo estas citacbes, as andlises empregadas para
caracterizacdo do suporte utilizado foram Difracdo de Raios X e Analise
Textural por Adsorcao de Ny

5.1.1 Difrag&o de Raio X do suporte

A Figura 4 apresenta o difratograma de Raio X da argila montmorillonita
Poco A. Pela andlise do difratograma de Raio X observa-se que a argila possui
qguartzo como impureza (26 = 27°) e um pico em 20 = 20°, caracteristico de

argilas motmorillonitas. Efetivamente, a argila po¢co A possui um espagamento
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basal (calculado pela lei de Bragg) de 9,7A quando calcinada e de 15,12A na

forma hidratada.
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Figura 4 - Difratograma de Raio X da argila Poco A.

5.1.2 Isotermas de Adsorc¢éo de Nitrogénio do suporte

A partir das isotermas de adsorcédo do nitrogénio foram determinadas as
seguintes propriedades do suporte montmorillonita po¢co A: diametro médio do
poro (determinado pelo modelo BJH) e Ager (area superficial determinada pela
isoterma BET). O resultado da caracterizacdo € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Area superficial especifica (BET) do suporte.

Suporte Diametro de poro  Area supezrficial BET
() (m?/g)

Montmorillonita pogo A 38,60 62,70
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Por meio das andlises realizadas de caracterizacdo do suporte, pode
verificar que a argila po¢co demonstrou-se promissora para a utilizacdo na

imobilizacdo enzimética.

Munaretto (2010), avaliou o didmetro de poro e a area superficial da dos
suportes utilizados para imobilizacdo alginato + alpha LA810, alginato +
Pelegrini 12x40 e alginato + Pelegrini 20x40 obtendo-se diametro de poro de
274, 214, 216nm, e para area superficial 656, 464, 463m?2/g, respectivamente.

5.2 Testes preliminares para imobilizacdo da inulinase de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571

Nesta etapa foram realizados experimentos preliminares relacionados a
definicdo da relacdo enzima/tampao (1:10; 2:10; 3:10; 4:10; 5:10) a ser
aplicada para a obtencdo de dados visando a maximizacdo do processo de
imobilizacao.

Em todas as amostras foram medidas a atividade enzimética pelo método
DNS e o teor de proteina por fluorimetro. Os resultados obtidos nesta etapa
sdo apresentados em termos de atividade especifica.

As medidas de atividade e proteina do extrato bruto da inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foram realizadas anteriormente a

cada processo de imobilizagao.

5.2.1 Selecéo da relagdo enzima/tampdao a ser utilizada na imobilizag&o de

inulinase

Por meio dos resultados obtidos nas analises de avaliagdo da relacdo
enzima/tampao, foi verificado que a utilizacéo da relacédo 1:10 conduziu a perda
da atividade enzimética, sendo desprezada essa relacdo. Dentre as demais
relacdes testadas, a de 2:10 e a de 3:10 apresentaram as melhores atividades

especificas, como pode-se verificar na Tabela 3.
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Estes resultados foram interessantes porque mostraram que nao sé o
tempo de imobilizacdo € uma variavel importante no processo, mas também a
concentracdo da solucdo de enzima. No entanto, ha que se considerar que o
suporte apresenta uma capacidade de carga que deve ser respeitada, de forma
a nao utilizar um excesso de enzima que possa causar problemas estéricos ou

mesmo impedir a estabilizagdo da enzima (Goulart, 2007).

Tabela 3 - Atividade enzimatica especifica da enzima livre e imobilizada.

Enzima livre Enzima imobilizada
Relagéo Atividade Especifica Relagéo Atividade Especifica
Enzima/tampéao (U/mg) Enzima/tampéao (U/mg)
2:10 325,24 2:10 643,78
3:10 307,52 3:10 975,07
4:10 201,16 4:10 350,92
5:10 211,36 5:10 491,85

Munaretto (2011), imobilizando inulinase de K. marxianus NRRL Y-7571
em alginato de sodio, glutaraldeido e carvdo ativado, obteve uma atividade
especifica de 2063,52U/mg de proteina. Paula (2007), por meio do micro-
organismo var. bulgaricus, imobilizou inulinase em carvao ativado, atingindo
atividade especifica de 0,34UA/mg de proteina.

Serralha et al. (2004) utilizaram a resina polimérica Accurel PA6 e zedlita
Y para imobilizacdo de cutinase, obtendo as melhores atividades especificas
de 15,2U/mg para a resina e 25,1U/mg para a zeodlita.

Com base nos resultados encontrados até este momento, pode-se
verificar que a enzima em estudo demonstrou grande afinidade com o suporte
estudado, sendo um resultado promissor tendo em vista que a enzima foi

obtida de residuos agroindustriais.
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5.3 Otimizacao do processo de imobilizagéo

Para avaliacdo do tempo de imobilizacdo e relacdo enzima/tampéo, foi
realizado um delineamento composto central (DCC) 22, conforme apresentado
na Tabela 4. O tratamento dos dados resultou em um Grafico de Pareto, o qual
demonstrou que o tempo nao influenciava significativamente no processo de
imobilizacdo (Figura 5), sendo que 10 minutos foi suficiente para a adsorgéo da
enzima no suporte. Também pode-se verificar na Figura 6 que apés 10 minutos
de imobilizacdo o teor de proteina praticamente apresentou 0S mesmos

valores, demonstrando um comportamento linear.

Tabela 4 - Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22,
(valores codificados e reais) com as respostas em termos de atividade

enzimatica, teor de proteina e atividade especifica da inulinase imobilizada.

Relacéo Atividade de ) Atividade
) Tempo ) o Proteina .
Ensaio _ Enzima/tampéao inulinase especifica (U/mg
(min) (mg/ml) )
(mL) (U/mL) proteina)
1 10 (-1) 1:10 (-1) 0 0 0
2 90 (1) 1:10 (-1) 0 0 0
3 10 (-1) 3:10 (+1) 19,28 0,1045 184,43
4 90 (1) 3:10 (+1) 20,22 0,0867 233,17
5 50 (0) 2:10 (0) 18,17 0,0854 222,87
6 50 (0) 2:10 (0) 21,51 0,0901 232,72
7 50 (0) 2:10 (0) 17,58 0,0928 210,48

No estudo de Scherer (2010), utilizando diferentes suportes inorganicos
para imobilizacdo de lipase de pancreas de porco, foi observado que o
processo de imobilizacdo demonstrou-se mais eficiente para as argilas KSF,
Poco A e K-10, com rendimentos de imobilizacdo superiores e proximos a 50%
em relacdo a quantidade de enzima utilizada no inicio do processo. Segundo o
autor, isto provavelmente se deve a maior afinidade da enzima por estes

suportes.
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(2)Relagdo enzima:suporte / 16,54

1by2 /1.935

(1)Tempo /1.93§

p=.05

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 5 - Gréfico de Pareto do efeito da relacdo enzima/suporte e do tempo

no processo de imobilizacgéo.
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Figura 6 - Cinética de adsorc¢ao de inulinase em poco A na relacao 3:10.

Apés a fixacdo dos parametros de diluicdo e tempo de imobilizacdo foi
calculado o rendimento, a retencdo e a atividade tedrica, obtendo-se o0s
seguintes valores 63,67%; 42,08% e 56,84U/g, respectivamente.
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Segundo Li et al. (2009), os grupos hidroxilas livres presentes na
superficie destes suportes podem formar ligagdes do tipo ponte de hidrogénio
com os grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos da enzima,
promovendo maior eficiéncia no processo de imobilizacdo. Além destas forcas,
uma fraca interacdo do tipo forcas de Van der Waals também pode auxiliar na
adsorcédo da enzima na superficie do suporte.

Paula (2007) estudou a imobilizacdo da inulinase de K. marxianus var.
bulgaricus em diferentes suportes e obteve eficiéncia de imobilizacéo de 2,25%
utilizando carvao ativado como suporte, 3,04% utilizando carvao ativado tratado
com etanol, 16,98% com o suporte de silica de porosidade controlada e o caldo
de imobilizag&o parcialmente purificado, e 82,60% de eficiéncia de imobilizacéo
utilizando gelatina como suporte.

Vieira (2009) estudou a imobilizacdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis e obteve rendimento de imobilizacdo de 100% por
adsorcdo ibnica da enzima em MANAE-Agarose, com drastica reducao da
atividade hidrolitica do derivado ap6s o entrecruzamento com polialdeido
dextrana e glutaraldeido. O mesmo autor estudou a imobilizagcdo da f-
galactosidase por ligacdo covalente em quitosana coagulada e obteve maior
atividade catalitica em solucdo 0,5M de KOH a 50°C e ativado com
glutaraldeido 0,8% (v/v), com atividade recuperada e rendimento de
imobilizacdo de 100%.

Kochhar et al. (1998), ao imobilizar a inulinase de A. versicolor, obtiveram
56% de retencdo da atividade enzimatica em quitina e 10% em caseina.
Yesiloglu (2005) utilizou argila bentonita para imobilizacdo de lipase de
Candida rugosa por processo de adsorcao, apresentando atividade enzimatica
de 30% em relacdo a da enzima livre, ap6s o processo de imobilizacao.
Spagna et al. (1995) imobilizaram uma pectiniliase comercial em bentonita
obtendo um rendimento de imobilizacdo de 16% e atividade enzimatica de
67U/qg.

Através dos experimentos realizados obteve-se uma condicdo de
imobilizacdo com uma relacdo enzima:itampdo de 3:10, um tempo de

imobilizacdo de 10 minutos e uma atividade especifica de 233,17 U/mg. Astolfi
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(2010), analisando a enzima livre produzida por fermentacdo em batelada

alimentada obteve uma atividade enzimatica de 484U/mL.

5.4 Comportamento da inulinase em contato com o0 suporte

montmorillonita po¢co A

Nesta etapa serdo demonstrados os resultados da avaliagdo do

comportamento da enzima inulinase em contato com o suporte.

5.4.1 Difrag&o de Raio X

Observa-se, através da Figura 7, que a estrutura da inulinase livre
apresentou um comportamento amorfo. Com o processo de imobilizacdo da
enzima na argila natural percebe-se que n&do houve alteracdo na estrutura,
podendo-se concluir que a enzima encontra-se na regiao interlamelar, uma vez

gue nao se observam picos referentes a enzima livre.

Poco A
Poco A + Inulinase

intensidade u.a.

-t A W
P A P N
T T T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60
20

Figura 7 - Difratogramas de Raio X da inulinase livre, argila montmorillonita
Poco A natural e inulinase imobilizada em argila montmorillonita natural Pogo
A.
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5.4.2 Isotermas de Adsorcgao de Nitrogénio da enzima imobilizada

Ao comparar as areas superficiais do suporte antes e apés processo de
imobilizacdo da inulinase (Tabela 5), percebe-se uma diminuicdo significativa
da éarea no suporte contendo a enzima imobilizada, indicando assim a
aderéncia da enzima nas cavidades do suporte e 0 sucesso do processo de
imobilizacdo. Percebe-se também que ocorreu um aumento no diametro de
poro apdés o processo de imobilizagdo, fato provavelmente causado pela

entrada da enzima na estrutura da argila.

Tabela 5 - Area superficial especifica (BET) do suporte e enzima imobilizada.

Diametro de poro Area superficial

Amostra ) BET

(m*/g)

Montmorillonita Pogo A 38,60 62,70
Enzima imobilizada 55,51 4,66

Munaretto (2010) avaliou o didmetro de poro e a éarea superficial da
inulinase imobilizada em alginato + alpha LA810, alginato + Pelegrini 12x40 e
alginato + Pelegrini 20x40 obtendo-se diametro de poro de 366; 501,2; 472 nm,
e para area superficial 48,88; 73,89; 67,47 m2/g, respectivamente.

O diametro de poro e a area superficial de lipases de P. simplicissimum
(imobilizada em Accurel), A. parasiticus (Accurel) e P. brevicompactum
(imobilizada em alginato de sédio e carvao ativo) apresentaram valores de
didametro de poro de 13; 13; 4,24nm e de area superficial de 42,6; 46,3; e 89,3

mz/g, respectivamente (Silva, 2010).

5.5 Estabilidade térmica da enzima imobilizada

A viabilidade dos processos de biotransformacdo é largamente
dependente da manutencdo da atividade do biocatalisador em funcédo do
tempo. A desativacao térmica do biocatalisador € uma das principais causas do
decaimento da atividade, deste modo, a avaliacdo da estabilidade térmica do

biocatalisador é uma questdo fundamental para a efetiva caracterizacao de um
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sistema de bioconversdo (Catana et al.,, 2007). Os resultados obtidos do
decaimento da atividade enzimética da inulinase imobilizada em funcdo do
tempo de incubacdo em diferentes temperaturas, no intervalo de 40 a 70°C,
estdo apresentados nas Figuras 8 a 11. Através dos dados encontrados para a
temperatura de estabilidade para a inulinase de Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571 imobilizada, observou-se que, dentro da faixa de temperatura
avaliada, a enzima imobilizada ndo demonstrou significativa perda de atividade,
onde para 40°C a perda foi de 9% em 1826 horas, para 50°C foi de 19% no
periodo de 1792 horas, 60°C perda de 37% em 678 horas e 70°C perda de
30% em 456 horas de estabilidade.

Astolfi (2010) estudou a faixa de temperatura (40-70°C) para inulinase de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 e observou-se que dentro da faixa
estudada a temperatura de maior estabilidade é a de 40°C. Santos (2002)
apresentou a temperatura de 50°C como a de maior estabilidade para a enzima
livre de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045. Cazettta et al.
(2005) e Mazutti et al. (2007) também obtiveram alta estabilidade de inulinase a
temperatura de 50°C a partir de K. marxianus. Mazutti et al. (2009) estudaram a
estabilidade para inulinases obtidas por FS e FES e observaram que ambas as
enzimas apresentaram alta estabilidade a temperatura de 50°C. Catana et al.
(2005) obtiveram temperatura Otima de 60°C para a inulinase comercial
Fructozyme L imobilizada em alginato de calcio. Rocha et al. (2006)
encontraram atividade maxima da inulinase imobilizada de A. niger a uma
temperatura de 50°C. Paula et al. (2008) avaliaram o efeito da temperatura na
atividade da inulinase imobilizada e obtiveram maior atividade a 60°C.

A estabilidade térmica da inulinase de K. marxianus var. bulgaricus
imobilizada em gelatina foi avaliada por Paula et al. (2008), nas temperaturas
de 45, 50 e 55°C, as quais apresentaram, apés 24 horas de reacéo, atividades
residuais de 78,02%, 79,14% e 60,45%, respectivamente. Barranco-Florido
(2001) estudaram um sistema imobilizacdo de células de Kluyveromyces
marxianus utilizando como suporte alginato de bario tratado com glutaraldeido,
onde a enzima imobilizada foi termoestavel em temperaturas entre 45° e 65°C.

Bajpai e Margaritis (1987) relataram estabilidade da atividade enzimatica de
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células imobilizadas de K. marxianus nas temperaturas de 50 a 60°C. O efeito
da estabilidade térmica da inulinase imobilizada de Kluyveromyces sp. Y-85,
em diferentes temperaturas por 24 horas, foi relatada por Wenling et al. (1999),
onde a enzima imobilizada manteve 95% de sua atividade original a 50°C.
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Figura 8 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a 40°C.
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Figura 9 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a 50°C.
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Figura 10 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a 60°C.
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Figura 11 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a 70°C.

5.6 Estabilidade da inulinase imobilizada em baixas temperaturas
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Uma caracteristica muito importante e que deve ser avaliada é a

estabilidade da enzima a baixas temperaturas, pois esta influenciara no tempo

em que a enzima poderd ser armazenada, mantendo suas caracteristicas

iniciais em termos de atividade enzimética. A estabilidade da inulinase

imobilizada em baixas temperaturas foi avaliada submetendo-se amostras da
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inulinase imobilizada em temperaturas de 4, -10 e -80°C. A atividade
enzimatica foi monitorada por um periodo total de 82 dias.

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica nas diferentes
temperaturas de armazenamento demonstraram um comportamento variavel
em relacdo a manutencdo de sua atividade em funcdo do tempo. Porém,
observou-se que nao houve comportamento distinto entre as diferentes
temperaturas de armazenamento (Figuras 12; 13 e 14). As trés formas de
armazenamento apresentaram, em alguns momentos, diminuicdo da atividade
e, em outros, aumento. No entanto, este aumento foi mantido durante os
demais dias de estocagem. O estudo da estabilidade da inulinase imobilizada
mostra que a enzima imobilizada no suporte inorganico pode ser armazenada
em temperatura de congelamento e resfriamento (-80; -10 e 4°C), mantendo
sua atividade original apés 82 dias de armazenamento.
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Figura 12 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a 4°C.
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Figura 13 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a -10°C.
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Figura 14 - Estabilidade térmica da enzima imobilizada a -80°C.

5.7 Efeito do pH na estabilidade da inulinase imobilizada

A influéncia do pH na estabilidade da inulinase imobilizada foi verificada
nas faixas de pH de 3,5 a 5,5 conforme a Figura 15. A analise dos resultados
demonstram que a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade em pH
3,5 depois de 448 horas de reacdo, com perda de atividade de 37% em relagéo
ao valor original. Porém, nos valores de pH de 4,0; 4,5; 5,0 e 5,5 a perda de
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atividade foi significativamente maior sendo 78%; 77%; 75%; 74%,
respectivamente, em relacdo a atividade inicial, depois de 304 horas nos dois
primeiros pHs e 328 horas nos ultimos.

Por meio da analise do estudo de Astolfi (2010), utilizando a mesma
inulinase testada neste trabalho, na forma livre, valores diferentes foram
encontrados, demonstrando uma possivel interferéncia do suporte utilizado na
mudanca de estabilidade da enzima, onde esta passou a aceitar melhor um pH
acido.

O efeito do pH sobre a atividade da inulinase de Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus imobilizada em gelatina foi avaliado por Paula et al.
(2008), na faixa de 2,5-8,0, onde um 6timo de atividade enzimética foi
encontrado a pH 3,5. Ettalibi e Baratti (2001) obtiveram valor de pH 6timo de
5,0 para a atividade da inulinase imobilizada de A. ficuum em vidro poroso.
Weling et al. (1999) encontraram um pH 6timo de 5,0, na temperatura de 50°C,
na atividade da enzima imobilizada de Kluyveromyces sp. Y-85.
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Figura 15 - Influéncia do pH na estabilidade da inulinase imobilizada.

5.8 Determinacédo dos parametros cinéticos Ky € Vimax

O efeito da concentracdo de sacarose e inulina na atividade enzimatica foi
testado na faixa de 0,5 a 35¢g/L (Tabelas 6 e 7). Apos a obtencdo dos dados

experimentais foram determinadas as constantes cinéticas. Para a
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determinacdo dos parametros utilizou-se o método grafico de Lineweaver-Burk,

considerando a Equacao 3, descrita a seguir:

oYz [S]
K, +[5]

3)
Através da linearizagdo, tem-se a Equacéo 4:
1 K. 1 1
— = L] +
v de:r S dex
4)

O coeficiente de correlacdo entre 1/v e 1/[S], forneceu os valores de km e
vmax. As equacdes obtidas foram as seguintes:
1/v = 0,0059 (1/[S]) + 4,0205 com R*= 0,96 para sacarose
1/v = 0,0016 (1/]I]) + 4,1726 com R?= 0,98 para inulina

Tabela 6 - Atividade enzimética em funcéo da concentragédo da sacarose [S].

Sacarose Sacarose Atividade 1/Atividade  1/Sacarose
g.L? (mol/L) (U.g™h (L.min/mol) (mol)
0,5 0,001 161,82 6,18 684,60
0,75 0,002 164,02 6,10 456,40

1 0,003 170,46 5,87 342,31
1,5 0,004 180,39 5,54 228,21
2 0,006 194,91 5,13 171,16
3 0,009 209,28 4,78 114,10
4 0,012 219,84 4,55 85,58
5 0,015 222,53 4,49 68,46
10 0,029 234,42 4,27 34,23
15 0,044 244,00 4,10 22,82
20 0,058 255,96 3,91 17,12
25 0,073 279,86 3,57 13,70
30 0,088 289,28 3,46 11,40
35 0,102 290,54 3,44 9,80

Os valores de km encontrados para sacarose e inulina foram 1,46 e
0,38mM, respectivamente, e o0s valores de vmax foram de 0,2487 e

0,2396mol.L.min™" para sacarose e inulina, respectivamente. Observa-se
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também que o baixo valor de km (0,38mM) e o valor de vmax (0,2396mol.L.min™)
demonstram aproximadamente 3 vezes mais afinidade da enzima por inulina
do que por sacarose.

Comparando os resultados encontrados com os valores para a enzima
livre avaliada por Astolfi (2010), o qual encontrou valores de kn, para sacarose e
inulina de 2,94 e 8,71mM, respectivamente, e os valores de vmns foram de
0,0527 e 0,0175mol.L.min™" para sacarose e inulina, respectivamente. Observa-
se que apés a imobilizacdo houve uma diminuicdo do kn consequentemente
um aumento da especificidade para os dois substratos. Com relagcdo ao Vmax
ocorreu o inverso, sendo este aumento ocorrido em ambos 0s substratos,
podendo-se verificar um aumento da velocidade inicial da reagdo quando a

enzima imobilizada foi utilizada como catalisador do processo.

Tabela 7 - Atividade enziméatica em fun¢éo da concentracédo da inulina [l].

Atividade 1/Atividade 1/Inulina

Inulinag.L™ Inulina (mol/L) (U.g™h (L.min/mol) (mol)
0,5 0,0003 144,68 6,91 3200,00
0,75 0,0005 153,67 6,51 2133,33

1 0,0006 163,46 6,12 1600,00
15 0,0009 167,34 5,98 1066,67
2 0,0013 182,70 5,47 800,00
3 0,0019 200,50 4,99 533,33
4 0,0025 209,78 4,77 400,00
5 0,0031 212,15 4,71 320,00
10 0,0063 215,78 4,63 160,00
15 0,0094 224,64 4,45 106,67
20 0,0125 230,68 4,34 80,00
25 0,0156 232,72 4,30 64,00
30 0,0188 233,72 4,28 53,33
35 0,0219 241,00 4,15 45,71

Ettalibi e Baratti (2001), imobilizando inulinases de Aspergillus ficuum,
obtiveram valores de 0,060M para kn e 192U.g™* para vma, Utilizando sacarose
como substrato. Nguyen et al. (2011), avaliando os parametros cinéticos de kn,

€ Vmax da inulinase livre e imobilizada em quitina, encontraram valores de
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2,04% (w/v) e 80,88U/mg, e 2,19% (w/v) e 291,58U/g, respectivamente,

utilizando sacarose como substrato.

Tabela 8 - Valores de ki, € vimax Obtidos para hidrélise de sacarose e inulina na

enzima livre e imobilizada.

Enzima Sacarose Inulina
Km Viméx Km Vimax
(mM) (mol.L.min™)  (mM) (mol.L.min™")
Enzima livre 2,94 0,0527 8,71 0,0175
Enzima imobilizada 1,46 0,2487 0,38 0,2396

Fazendo uso de montmorillonita K-10 como suporte para a imobilizagéo
de invertase, os autores Sanjay e Sugunan (2005), obtiveram os seguintes
valores para ky 70,36mg.mL™* e Vpmax 6,57 x 10 mol mi™ min™ utilizando a

sacarose como substrato.
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Figura 16 - Representacdo gréfica linearizada para determinacdo dos

parametros cinéticos km € Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para sacarose.
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Figura 17 - Representacdo gréfica linearizada para determinacdo dos

parametros cinéticos km € Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para inulina.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 Conclusdes

Neste trabalho foi estudada a influéncia das variaveis no processo de
imobilizacdo inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y — 7571 em
suporte inorganico e posterior caracterizagao parcial da enzima imobilizada.

A melhor condicdo para o processo de imobilizacdo da inulinase néo
comercial, foi na diluicdo 3:10 (enzima/tampdo) com um valor de atividade
especifica de 233,17U/mg de proteina, atingindo um percentual de retencéo da
enzima no suporte de 42,08% e um rendimento de 63,67%. Por meio do
planejamento de experimentos foi verificado que 10 minutos de imobilizagédo
representou tempo suficiente para a adsor¢cédo da enzima no suporte.

Na avaliagdo da estabilidade térmica na faixa de 40 a 70°C, foi verificado
gue a enzima imobilizada permaneceu de 456 a 1826 horas de estabilidade. As
baixas temperaturas (4, -10, -80°C) permaneceram por 1968 horas sem perda
significativa da atividade. Com relacdo aos pHs avaliados, o pH de 3,5
conduziu a maior atividade da enzima imobilizada. Quanto aos parametros
cinéticos calculados, os valores de kn para sacarose e inulina foram 1,46 e
0,38mM, respectivamente, e o0s valores de vmax foram de 0,2487 e

0,2396mol.L.min"* para sacarose e inulina, respectivamente.

6.2 Sugestdes para trabalhos futuros
Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes

sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Analisar a eficiéncia da imobilizacdo por meio de analise do suporte, da
enzima livre e da enzima imobilizada, por Microscopia Eletronica de Varredura;

- Aplicagdo de fluidos pressurizados como tratamento na tentativa de
aumentar a atividade enzimatica;

- Avaliagdo do comportamento da enzima imobilizada em ultrassom.

- Avaliar o uso repetido da enzima imobilizada nas reac¢des de hidrdlise e

sintese.
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- Aplicagdo da enzima imobilizada como catalizador em reagbes de

sintese de fruto-oligossacarideos.
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